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La hipoacusia representa el déficit neurosensorial más frecuente y se caracteriza 
por una alta heterogeneidad clínica y genética. En este trabajo analizamos la eficacia de 
la secuenciación masiva y de los arrays CGH para el estudio de esta patología. Hemos 
sido capaces de diagnosticar el 44% de los pacientes con hipoacusia neurosensorial de 
herencia autosómica dominante utilizando el OTO-NGS-panel. Los resultados 
obtenidos con esta herramienta en población española demuestran que TECTA y MYO6 
tienen la mayor prevalencia, con un 11 % y 8% respectivamente, seguidos de POU4F3 
con un 5%. Además, hemos hecho un análisis epidemiológico de pacientes con 
hipoacusia sindrómica. Se han analizado 50 casos de pacientes con el Síndrome de 
BOR, y se ha encontrado la mutación causante de la enfermedad en el 40% de ellos, 
todos con mutaciones puntuales o deleciones en el gen EYA1. El uso del OTO-CGH-
array en los pacientes con deleciones completas del gen EYA1 ha demostrado que en 
estos casos la deleción no afecta tan solo a este gen, sino también a otros 7 genes 
contiguos. También se han estudiado 14 familias españolas con individuos afectados 
por el Síndrome de Stickler. Hemos aclarado el 50% de ellas: 6 casos familiares poseen 
mutaciones en el gen COL2A1, y la última familia diagnosticada representa el primer 
caso de Síndrome de Stickler de herencia recesiva en población española con una 















Hearing loss represents the most common sensory deficit in human, 
characterized by high clinical and genetic heterogeneity. In the present work, we 
analyze the efficiency of using Next Generation Sequencing and Comparative Genomic 
Hibridization arrays (aCGH) to diagnose patients of this pathology. We have genetically 
diagnosed 44% of Autosomal Dominant NonSyndromic Hearing Loss (ADNSHL) 
patients using OTO-NGS-panel. Results obtained with Spanish ADNSHL patients 
demonstrate that TECTA and MYO6 are the most prevalent genes causative of deafness, 
with a 11% and 8% of representation each, followed by POU4F3 with a 5% of 
prevalence. Moreover, we have done an epidemiological study of syndromic hearing 
loss patients. We have analysed 50 BOR Syndrome patients, and have found the 
causative mutation in 40%, all of them with point mutations or deletions in EYA1 gene. 
The use of OTO-CGH-array in patients with whole EYA1 gene deletions have shown 
that this deletion affects not only EYA1 gene but also 7 contiguous genes. We have also 
studied 14 Spanish Stickler Syndrome patients, and have resolved 50% of them: 6 cases 
have COL2A1 point mutations, and the last one represents the first case of Spanish 
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aCGH Array de hibridación genómica comparada (array-Comparative Genomic Hybridization)  
AD  Autosómica Dominante 
ADN  Ácido Desoxiribonucleico 
BOR  Síndrome Branquio-Oto Renal 
CCEs  Células Ciliadas Externas 
CCIs  Células Ciliadas Internas 
CNVs  Variaciones en el Número de Copias (Copy Number Variation) 
CSs  Células de Soporte 
dB  Decibelio 
dNTP  Deoxinucleótido trifosfato 
Del  Deleción 
DFN Locus de hipoacusia no síndrómica ligados al cromosoma X  (DeaFNess) 
DFNA Locus de hipoacusia no sindrómica de herencia autosómica dominante   
DFNB Locus de hipoacusia no sindrómica de herencia autosómica recesiva   
dNTP  desoxinucleótido trifosfato 
EV  Estría Vascular 
HNSHAD Hipoacusia No Sindrómica de Herencia Autosómica Dominante 
Hz  Herzio 
Kb  Kilobase 
MAF  Alelo de Frecuencia Mínima (Minor Allele Frequency) 
MB  Membrana Basilar 
MLPA Amplificación Múltiple de Sondas dependientes de Ligación (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) 
MR  Membrana de Reissner 
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MT  Membrana Tectoria 
NGS  Secuenciación de Nueva Generación, Secuenciación masiva (Next Generation Sequencing) 
NSs  Neuronas Sensitivas 
PCR  Reacción en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction) 
PPi  Pirofosfato 
SNP  Polimorfismo de una sola base (Single Nucleotide Polimorfism) 


















1. Anatomía y funcionamiento del oído en mamíferos 
1.1. Anatomía general del oído 
El sentido de la audición reside en el oído, órgano sensorial que en humanos se 
sitúa a ambos lados de la cabeza, en la región temporal. El oído se puede dividir en tres 
partes (Fig. 1A):  
- El oído externo, está formado por el pabellón auricular u oreja y el canal 
auditivo externo que está limitado en su parte interna por el tímpano. 
- El oído medio, que comprende el tímpano o membrana timpánica, la cavidad 
timpánica (situada dentro del hueso temporal y comunicada con la nasofaringe a través 
de la trompa de Eustaquio), y la cadena de huesecillos (martillo, yunque y estribo).  
- El oído interno o laberinto, está alojado en el hueso temporal y lo forman dos 
sistemas sensoriales distintos: el vestíbulo (comprendido por el sáculo, el utrículo y tres 
canales semicirculares) responsable del equilibrio, y la cóclea, responsable de la 
audición (Ekdale EG. 2015). Su función es la de transformar los estímulos mecánicos 
(sonoros y de aceleración) en impulsos nerviosos, que se transmiten al sistema nervioso 
central a través de las fibras del octavo par craneal o nervio auditivo (Appler JM. 2011). 
Tanto el vestíbulo como la cóclea están formados por una serie de cavidades y 
conductos interconectados y rellenos de endolinfa que constituyen el laberinto 
membranoso. Éste, a su vez, se halla sumergido en la perilinfa del laberinto óseo, que se 
comunica con el oído medio a través de dos orificios: la ventana oval, en la cual se 
inserta la base del estribo, y la ventana redonda, recubierta de una membrana. (Khan S. 
2013) (Fig. 1B y C). 
1.2. Anatomía de la cóclea adulta 
La cóclea humana es un conducto membranoso de unos 3-3.5 cm. de longitud 
que se enrolla sobre sí mismo describiendo dos vueltas y media en torno a un eje central 
llamado modiolo, por donde viaja el nervio coclear que forma parte del octavo par 
craneal (Yang T. 2011). Externamente, la cóclea está protegida por una envoltura ósea 
denominada cápsula ótica. En el interior, el conducto, lleno de fluido, se divide en tres 
rampas: rampa vestibular, rampa coclear o media y rampa timpánica (Fig. 1C).  
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Las rampas vestibular y timpánica se unen en la parte apical de la cóclea, el 
helicotrema y se comunican con el oído medio a través de dos discontinuidades en la 
envoltura ósea: la ventana oval que conecta el oído medio con la rampa vestibular y en 
ella se apoya la platina del estribo, y la ventana redonda que comunica el oído medio 
con la rampa timpánica. La rampa coclear está delimitada por la membrana de Reissner 
(MR) que la separa de la rampa vestibular y por la membrana basilar (MB), que es el 
límite anatómico con  la rampa timpánica (Fig1C). 
 
Figura 1. Anatomía del oído. A) Representación gráfica del oído en la que se marcan sus 
diferentes regiones. B) Detalle del oído medio e interno en el que se destacan las estructuras 
básicas que los componen. C) Representación gráfica de una sección de la cóclea en la que 
aparecen señaladas las partes que forman el laberinto. D) Componentes básicos del órgano de 
Corti, órgano de la audición propiamente dicho. CSs: células de soporte; CCEs: células ciliadas 
externas; CCIs: células ciliadas internas; MB: membrana basilar; MT: membrana tectoria; NSs: 
neuronas sensitivas; MR: membrana de Reissner; EV: estría vascular. 
La composición iónica del fluido que ocupa las rampas vestibular y timpánica, la 
perilinfa, es similar a la del líquido cerebroespinal del que deriva. Sin embargo, al 
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posee una mayor concentración de cationes potasio (K+) que de cationes sódio (Na+). 
Esta diferencia en la concentración iónica genera una diferencia de potencial entre 
ambos fluidos de alrededor de +80mV que se denomina potencial endococlear 
(Wangemann P. 2006). El órgano de la audición propiamente dicho, el órgano de Corti 
(Fig. 1D), se encuentra en la rampa coclear y se apoya sobre la membrana basilar. En el 
órgano de Corti existen dos tipos de células, las células de soporte, clasificadas según su 
localización y su función concreta, y las células sensoriales que reciben el nombre de 
células ciliadas (CCs) y se disponen formando hileras longitudinales, a lo largo de la 
cóclea. Se diferencian dos tipos: las células ciliadas internas (CCIs) dispuestas en una 
única hilera, y las células ciliadas externas (CCEs) que forman tres hileras (Kelley MW. 
2006). Las células sensoriales, y por tanto, transmisoras de la información auditiva son 
las CCIs; las CCEs, se caracterizan principalmente por presentar capacidad motil, 
aunque también poseen rasgos sensoriales, y son responsables de la amplificación de la 
respuesta de la cóclea al estímulo sonoro y de la sintonización fina de las frecuencias 
(Ospeck M. 2006, Goutman JD. 2015). Ambos tipos de CCs se caracterizan por poseer 
en su parte apical un penacho de microvilli rígidos llamados estereocilios que poseen en 
su interior un haz de filamentos de actina ordenados en paralelo que aporta rigidez a su 
estructura. La disposición de los estereocilios es característica del tipo de célula. En las 
CCIs los estereocilios están dispuestos formando un penacho lineal, mientras que en las 
CCEs se disponen en un penacho en forma de “V” o “W”. Ambos penachos están 
formados por tres hileras de estereocilios cuya longitud aumenta progresivamente desde 
la hilera interna a la más externa, situada hacia la parte lateral de la coclea, adoptando 
una conformación en escalera. Cada estereocilio establece uniones con los esterocilios 
adyacentes por la parte basal, lateral o apical. Estas últimas uniones denominadas tip 
links, se establecen entre los estereocilios de hileras consecutivas (Sakaguchi A. 2009). 
La región apical de los estereocilios que componen la hilera más externa de las CCEs, 
se inserta en la membrana tectoria, que es una estructura gelatinosa compuesta por 
matriz extracelular que se tiende sobre el órgano de Corti (Fig. 1D) (Gavara N. 2011). 
El órgano de Corti se apoya sobre la membrana basilar que tiene la capacidad de vibrar 
en respuesta al estímulo sonoro. La parte interna de dicha membrana se ancla a la 
lámina espiral ósea mientras que su parte externa se prolonga en el ligamiento espiral lo 
que confiere elasticidad a su movimiento. Las raíces del ligamento espiral se introducen 
en otra importante estructura denominada estría vascular, que está implicada en el 
mantenimiento del potencial endococlear y el enriquecimiento en K+ de la endolinfa 
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(Guinan JJ. 2012). Todas las células que conforman el órgano de Corti están unidas en 
su parte apical por uniones estrechas (tight juntions) que permiten el aislamiento del 
interior de la rampa media necesario para el mantenimiento del potencial endococlear. 
1.3. Fisiología de la audición  
La audición del sonido comienza con la captación de las ondas sonoras por el 
pabellón auditivo y la conducción de las mismas a través del canal auditivo externo 
hasta el tímpano. En el oído medio, la vibración del tímpano se transmite por la cadena 
de huesecillos hasta alcanzar la ventana oval. Por acción de la platina del estribo sobre 
la ventana oval, el sonido se transforma en una onda de presión que recorre la perilinfa 
de la rampa vestibular. La cóclea presenta una organización tonotópica, de forma que la 
sensibilidad a las distintas frecuencias varía gradualmente de la base (donde se procesan 
las frecuencias altas) al ápex (responsable del procesamiento de las frecuencias bajas). 
Por tanto, la onda de presión generada hace vibrar por resonancia a la membrana basilar 
en un punto concreto dependiendo de la frecuencia del sonido recibido. El proceso por 
el cual las fuerzas mecánicas de las ondas auditivas se transforman en impulsos 
nerviosos, se denomina mecanotransducción (Hudspeth AJ.1989). El movimiento de la 
membrana basilar provoca el desplazamiento lateral de los estereocilios de mayor 
longitud de las CCEs que están insertados en la superficie de la membrana tectoria y se 
transmite a todos los estereocilios del penacho gracias a las uniones apicales (tip links) 
que los conectan. El movimiento de los estereocilios abre canales iónicos dependientes 
de tensión mecánica asociados a las uniones apicales, a través de los cuales pasan iones 
K+ a favor de gradiente electroquímico. La entrada de iones con carga positiva, 
despolariza la célula, lo que activa el movimiento contráctil de las CCEs que amplifica 
la oscilación de la membrana basilar (fenómeno conocido como “amplificación” 
coclear). Como resultado, se produce la excitación de las CCIs. Las CCIs también se 
despolarizan por la entrada pasiva de iones K+ en su interior a través de canales 
asociados a mecanorreceptores (se desconoce si el mecanorreceptor y el canal son la 
misma entidad molecular) que se activan como consecuencia del movimiento de los 
estereocilios. La despolarización desencadena la entrada de calcio a través canales 
específicos sensibles a voltaje, lo que provoca la fusión con la membrana plasmática de 
vesículas sinápticas y la liberación de neurotransmisores (glutamato) al espacio 
sináptico. Allí, las células nerviosas que forman las fibras aferentes son excitadas y 
conducen los impulsos eléctricos hacia el sistema nervioso central.  
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Una vez que se ha transmitido la información, las células deben repolarizarse lo 
más rápidamente posible para quedar preparadas para la recepción de nuevos estímulos. 
Dos factores contribuyen a la repolarización: el mecanismo de “adaptación” que existe 
en los estereocilios, que permite que los canales de mecanotransducción se cierren antes 
de que los esterocilios vuelvan a su posición inicial mediante la relajación de las 
uniones apicales (dependiente de calcio), y la apertura de canales dependientes de 
voltaje localizados en la membrana basolateral, que permite una fuga de K+ hacia el 
espacio extracelular bañado por perilinfa de donde es captado por las células de soporte 
que lo conducen a través de un sistema de uniones comunicantes (gap juntions) hacia la 
región de la estría vascular desde donde es vertido de nuevo a la endolinfa (Kennedy 
HJ. 2012). 
El oído, y la cóclea en concreto, es un sistema muy complejo desde el punto de 
vista estructural y funcional. En humanos, las células sensoriales del órgano de Corti no 
tienen capacidad de regeneración por lo que cualquier alteración o agresión sobre ellas 
se traduce en una pérdida de función que se va a manifestar como una disminución de la 
capacidad auditiva (Atkinson PJ. 2015). 
2. La sordera: Aspectos generales 
2.1. Epidemiología 
La sordera o hipoacusia es el trastorno sensorial más frecuente en humanos. En 
los países desarrollados, alrededor de un 6-8% de la población presenta déficit auditivo 
en algún grado que afecta a la comunicación normal. En países desarrollados, 
aproximadamente 1 de cada 1000 niños padece sordera grave o profunda en el 
nacimiento o primera infancia (periodo prelocutivo, previo a la adquisición del 
lenguaje). De estos casos, se ha estimado que alrededor del 60% tendría un origen 
genético (datos referentes a países desarrollados) (Morton NE. 1991; Marazita ML. 
1993). Con la edad, el porcentaje de individuos con hipoacusia aumenta de forma 
significativa; se calcula que alrededor de un 5% de la población por debajo de los 45 
años y un 50% de las personas de más de 80 años padecen un trastorno de la audición 
que merma su capacidad de comunicación (Petersen Mb. 2002). Las sorderas 
postlocutivas, en general, son consideradas como el resultado de la combinación entre 
factores genéticos y ambientales. Cabe destacar de entre ellas, la otoesclerosis y la 
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presbiacusia (pérdida auditiva relacionada con la edad) en las que el componente 
genético domina sobre el ambiental (Kalatzis V. 1998; Petersen Mb. 2002).  
La pérdida auditiva de cualquier grado y a cualquier edad en la que aparezca 
afecta negativamente a la comunicación del individuo con su entorno. La sordera 
prelocutiva da lugar a problemas en la adquisición del lenguaje y por tanto afecta 
negativamente al desarrollo social e intelectual del sujeto que la padece. La sordera 
postlocutiva, en cambio, puede empeorar con el tiempo y contribuye al progresivo 
aislamiento del individuo. En cualquier caso la detección precoz de la hipoacusia puede 
ayudar al menos, a atenuar sus efectos negativos en la integración del individuo en la 
sociedad. 
2.2. Clasificación 
Las hipoacusias pueden clasificarse en base a sus características clínicas y 
genéticas. Clínicamente, las sorderas se definen en función de los siguientes criterios 
(Willems PJ. 2000; Tekin M. 2001; Smith RJH. 2009):  
 Asociación: la hipoacusia puede aparecer acompañada de anomalías en el 
oído externo u otros órganos (por ejemplo, retinitis pigmentosa, bocio, 
nefritis, problemas dermatológicos, etc) y entonces se habla de 
hipoacusia sindrómica; o puede aparecer como único signo clínico, 
causada por anomalías del oído interno o medio, en cuyo caso se habla 
de hipoacusia no sindrómica. 
 Localización del defecto: cuando el defecto está en el oído externo o 
medio, la sordera es denominada conductiva; si hay lesión en el oído 
interno, neurosensorial; si hay una combinación de las dos anteriores, 
mixta, y cuando el origen de la hipoacusia está en las vías auditivas 
superiores, se habla de una hipoacusia central. 
 Edad de aparición: la hipoacusia es prelocutiva cuando se manifiesta 
antes de la adquisición del lenguaje. Dentro de este grupo, las congénitas 
son aquellas que están presentes en recién nacidos. La hipoacusia es 
postlocutiva cuando se presenta una vez adquirido el lenguaje. 
 Frecuencias afectadas: pueden estar afectadas las frecuencias bajas (por 
debajo de 500 herzios (Hz)), las frecuencias medias (entre 501-2000 Hz) 
y las frecuencias altas (por encima de 2000 Hz). 
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 Gravedad: hace referencia al grado de pérdida auditiva, cuantificado 
como la media para las frecuencias de 0.5, 1, 2 y 4 kHz en el oído con 
mejor audición. Atendiendo a este valor, la sordera puede ser leve, 
cuando la pérdida es de entre 20 y 40 decibelios (dB); moderada, 
cuando la pérdida está entre 41 y 70 dB; grave, si la pérdida es de entre 
71 y 95 dB, y profunda cuando supera los 95 dB. 
 Progresión: la sordera puede ser estable, si no varía en grado con el 
tiempo; progresiva, si el deterioro de la audición es superior a 15 dB 
(como media para las frecuencias 0.5, 1, 2 kHz) en un periodo de 10 
años, o fluctuante, cuando el grado de afectación del individuo varía a lo 
largo del tiempo con periodos de mejoría seguidos de otros de 
empeoramiento. 
 Simetría: la sordera puede ser unilateral si afecta sólo a uno de los oídos 
o bilateral si afecta a los dos oídos. 
 Alteraciones vestibulares: se presentan como mareos, vértigo, pérdidas 
de equilibrio, etc, y pueden ir o no acompañando a la sordera. 
 Acúfenos: son sonidos que el individuo puede escuchar en ausencia de 
estimulación y de forma independiente a ésta. Pueden presentarse en 
algunos casos junto con la pérdida auditiva. 
 Genéticamente, las sorderas hereditarias son muy heterogéneas, aunque en su 
mayoría están causadas por la alteración de un único gen (monogénicas). Las sorderas 
no sindrómicas se pueden clasificar según su patrón de herencia en autosómicas 
recesivas (70-80% del total de sorderas hereditarias), autosómicas dominantes (10-
20%), ligadas al cromosoma X (1-2%), ligadas al cromosoma Y (un único caso descrito, 
Wang QJ. 2004) y de herencia materna o mitocondrial (0-2% según poblaciones) (Tekin 
M. 2001; Morton CC. 2002). La sordera no sindrómica autosómica recesiva es, en 
general, prelocutiva, casi siempre congénita, neurosensorial, grave o profunda, estable y 
con afectación de todas las frecuencias. En cambio, la sordera no sindrómica 
autosómica dominante suele ser postlocutiva, neurosensorial, menos grave en su 
comienzo pero progresiva en el tiempo y en algunos casos con alteración de un intervalo 
concreto de frecuencias (Petit C. 1996; Bom SJ. 1999). Este trabajo se centra en las 




3. Genética de las Hipoacusias Hereditarias No Sindrómicas 
La localización e identificación de genes de sordera comenzó en la década de 
los 90 (León PE. 1992). La estrategia clásica de trabajo en el estudio genético de las 
sorderas no sindrómicas ha sido el análisis de ligamiento en casos familiares de 
hipoacusia (Vahava O. 1998; Modamio-Hoybjor S. 2007). Para que la información 
resultante del análisis sea concluyente la familia debe estar compuesta por un número 
alto de individuos que padezcan el mismo tipo de sordera, distribuidos en varias 
generaciones. De esta forma se identificaron los primeros loci y genes de sordera no 
sindrómica. A medida que fueron identificándose más localizaciones, los loci se 
clasificaron y se nombraron de la siguiente forma: a los loci con herencia autosómica 
dominante le corresponden las siglas DFNA, a los de herencia autosómica recesiva, 
DFNB, a los de herencia ligada al cromosoma X, DFN y a los ligados al cromosoma Y, 
DFNY. A los acrónimos se les añade un índice numérico que hace referencia al orden 
en que se han ido identificando (Smith RJH. 2014). En la actualidad, se han mapeado 52 
loci DFNA, 80 loci DFNB, 5 DFN y 1 DFNY (Van Camp G. 2014). De todos los loci 
mapeados, se ha identificado el gen responsable en 94 casos (54 genes DFNB, 27 
DFNA, 9 genes que pueden ser DFNA o DFNB y 4 DFN). Estos genes codifican 
proteínas con variedad de funciones, unas conocidas y otras aún por determinar (Petit C. 
2001; Friedman TB. 2003; Finsterer J. 2005; Van Camp G. 2014, Egilmez OK. 2016). 
En algunos casos, las diferentes mutaciones en un gen determinado pueden estar 
asociadas a sorderas con manifestaciones clínicas y patrones hereditarios distintos (por 
ejemplo GJB2, GJB6 o TECTA) e incluso a sorderas sindrómicas (por ejemplo 
COL11A2 que está asociado a sordera tipo DFNA13 y al síndrome de Stickler, o el gen 
MYO7A que está asociado a sordera dominante tipo DFNA11, a sordera recesiva tipo 
DFNB2 y al síndrome de Usher tipo 1B, de herencia recesiva). Además, puede haber 
varios genes asociados a sordera localizados en un mismo locus. Ejemplos de esto son, 
el locus DFNA3/B1 que contiene dos genes, GJB6 (Conexina 30) y GJB2 (Conexina 
26), y el locus DFNA2 en el que se encuentran los genes KCNQ4 y GJB3 (Conexina 31) 
y en el que se piensa que aún podría haber un tercer gen (Dominguez LM. 2012, 
Goldstein JA. 2002).  
En los últimos años, la investigación en el campo de la genética de las sorderas 
ha experimentado un gran desarrollo gracias a la disponibilidad de la secuencia del 
genoma humano y a la identificación de genes que se expresan específicamente (EST: 
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Expressed Sequence Tag) en la cóclea, humana y en la de otros organismos como el 
ratón. Esta especie animal se utiliza como modelo de estudio para las sorderas en 
humano debido a la gran similitud que guardan las cócleas de ambas especies tanto a 
nivel anatómico como funcional (Friedman LM. 2007). La localización de genes 
relacionados con la audición en ratón ha sido más fructífera que en humano y, hasta el 
momento, se han identificado más de 200 genes relacionados con la audición (Probst FJ. 
1999; Kikkawa Y. 2012). Sólo en algunos casos se ha encontrado y validado el gen 
ortólogo en humanos. Estos datos, ponen de manifiesto la enorme heterogeneidad 
genética de este déficit neurosensorial así como la complejidad del proceso auditivo. De 
hecho, se postula que el 1% de los genes humanos, lo que supone entre 300 y 500 
genes, están implicados en el buen funcionamiento del proceso auditivo (Friedman TB. 
2003; Finsterer J. 2005). 
4. Hipoacusia hereditaria sindrómica  
En la actualidad se han descrito más de 400 tipos de hipoacusia sindrómica 
(Yalan L. 2014). En este estudio vamos a centrarnos en el estudio de dos de los más 
frecuentes: Síndrome de Stickler y Síndrome de BOR. 
4.1. Síndrome de Stickler 
El síndrome de Stickler es una enfermedad del tejido conjuntivo que afecta a 1 
de cada 7500 a 9000 recién nacidos (Robin NH. 1993). Los síntomas que caracterizan 
este síndrome incluyen problemas oftalmológicos, auditivos, articulares y dismorfismos 
faciales (Stickler GB. 1965). Esta enfermedad tiene una expresividad variable y 
penetrancia incompleta,  lo que se observa en la elevada variabilidad fenotípica intra- e 
inter-familiar. Entre los problemas oftalmológicos más frecuentes se encuentra la 
miopía grave y progresiva, y la degeneración vitreo-retiniana que puede degenerar en 
cataratas y/o desprendimiento de retina a edades muy tempranas. Los problemas 
auditivos pueden deberse a sordera conductiva, neurosensorial o mixta. Las 
articulaciones pueden presentar una degeneración prematura con desarrollo anormal de 
la epífisis e hipermovilidad articular. La hipoplasia malar, el puente nasal ancho, la 
micrognatia o el paladar hendido se encuentran entre los rasgos dismórficos faciales 
más comunes. 
El síndrome de Stickler fue inicialmente descrito como un síndrome de herencia 
autosómica dominante, y clasificado en 3 tipos dependiendo de las manifestaciones 
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clínicas de los pacientes y su diagnóstico genético (Rose PS. 2005).  El síndrome de 
Stickler tipo 1 (STL1) se caracteriza por alteraciones del humor vítreo de tipo 
membranoso y representa el tipo de Stickler más frecuente, afectando al 60% de los 
pacientes de Stickler (Acke FR. 2012). Estos pacientes presentan mutaciones en el gen 
COL2A1 (OMIM 108300). El síndrome de Stickler tipo 2 (STL2) se caracteriza por un 
humor vítreo con filamentos irregulares y engrosados con apariencia de esfera, y es 
causado por mutaciones en el gen COL11A1 (OMIM 604841). El síndrome de Stickler 
tipo 3 (STL3) se caracteriza por la ausencia de manifestaciones oculares y es causado 
por mutaciones en el gen COL11A2 (OMIM 184840). 
El primer caso de síndrome de Stickler de herencia autosómica recesiva (STL4) fue 
descrito en una familia marroquí en la cual los afectados presentaban una mutación 
patogénica en homocigosis en el gen COL9A1 (OMIM 120210) (Van Camp G. 2006). 
Posteriormente se ha descrito un nuevo caso de pacientes de Stickler tipo 4 (Nikopoulos 
K. 2011), y mutaciones en los genes COL9A2 (OMIM 120260) (Baker S. 2011)  y 
COL9A3 (OMIM 120270) (Faletra F. 2013), los cuales han sido designados como 
causantes del síndrome de Stickler tipo 5 (STL5) y 6 (STL6) respectivamente.  
Todos los genes conocidos hasta ahora como causantes del síndrome de Stickler 
codifican proteínas colágeno, las cuales se asocian entre sí a través de su dominio Gxy 
para formar macromoléculas con conformación triple hélice en la matriz extracelular. 
Los genes COL2A1, COL11A1 y COL11A2 codifican cadenas de colágenos α1(II), α1 
(XI) y α2 (XI) respectivamente (Myllyharju J. 2001, Eyre DR. 2002, Reginato AM. 
2002, Carter EM. 2009). Las cadenas de colágeno II forman homotrímeros de cadenas 
α1(II), mientras que los colágenos XI forman heterotrimeros de cadenas de colágeno 
α1(II), α1 (XI) y α2 (XI). Todos ellos forman fibrillas que dan fuerza estructural al 
humor vítreo del ojo y al cartílago. Los genes COL9A1, COL9A2 y COL9A3 codifican 
cadenas de colágeno tipo IX que forman heterotrímeros que se asocian al colágeno de 
las fibrillas ya existentes (Myllyharju J. 2001). 
4.2. Síndrome Branquio-Oto-Renal (BOR) 
El síndrome Branquio-Oto-Renal (BOR) (MIM113650) es una enfermedad de 
herencia autosómica dominante, con una incidencia de 1 cada 40.000 nacidos, y que 
afecta al 2% de niños con sordera profunda (Fraser FC, 1980). Las manifestaciones 
clínicas del síndrome de BOR son muy variables, pero entre los síntomas que lo 
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caracterizan se encuentra la sordera, problemas renales, y anomalías morfológicas en los 
arcos branquiales (Chen A, 1995). El diagnóstico de los pacientes con síndrome de 
BOR se basa en la presencia de síntomas clínicos clasificados como mayores y 
menores, según su prevalencia en los afectados, y establece una guía para su diagnóstico 
(Chang EH, 2004). Entre los síntomas mayores se encuentra las anomalías branquiales, 
sordera, fositas auriculares y problemas renales. Síntomas menores son malformaciones 
del oído externo, medio o interno, asimetría facial y problemas del paladar. Siguiendo 
este criterio, los pacientes de BOR deben tener 3 síntomas clínicos mayores, dos 
síntomas mayores y al menos dos menores, o un síntoma mayor y un familiar de primer 
grado afectado. 
El 40% de los pacientes de BOR presentan mutaciones en el gen EYA1 
(MIM601653) (Abdelhak S, 1997). En este gen se han descrito mutaciones puntuales, 
así como pequeñas y grandes deleciones causantes de la enfermedad (Vervoort VS 
2002, Chang EH, 2004). Además, se ha descrito una delecion recurrente de gran tamaño 
que incluye al gen EYA1 y otros 7 genes colindantes (Brophy PD, 2013). Mutaciones 
en los genes SIX1 (MIM601205) y SIX5 (MIM600963) también son causantes del 
síndrome de BOR en una menor proporción (Kochhar A. 2008, Hoskins BE. 2007). 
Aunque la implicación de SIX5 en este síndrome está siendo cuestionada (Krug P, 
2011). 
5. Nuevas tecnologías en el campo de la sordera 
Lo que caracteriza la era de la post-genómica es la gran cantidad de información 
que se puede obtener de las nuevas tecnologías.  Han surgido diversos tipos de 
herramientas, y aprovecharlas para trabajar en el campo de la sordera, dada su gran 
heterogeneidad genética, es algo que marcará un antes y un después en el diagnóstico de 
las hipoacusias. 
5.1. Array de Hibridación Comparativa del Genoma: array CGH  
5.1.1. Tecnología del array CGH  
La tecnología de los arrays de ADN se basa en la capacidad de hibridación de las 
cadenas complementarias de ADN descrita por Watson y Crick en 1953. (Watson JD. 
1953). La aplicación de esta capacidad de hibridación del ADN en la técnica del 
Southern Blot descrita por Edwin Southern en el año 1975 (Southern EM. 1975) supuso 
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el siguiente paso para el descubrimiento de los arrays de ADN. El Southern Blot 
permite detectar la presencia de una secuencia determinada de ADN en una mezcla 
compleja, gracias a una electroforesis en gel de agarosa que separa las secuencias de 
ADN por tamaños, y la posterior transferencia de las moléculas de ADN a una 
membrana en la que se lleva a cabo una hibridación in situ con la sonda radiactiva o 
marcada luminiscentemente complementaria a la cadena de ADN a detectar. La 
capacidad de inmovilizar sondas en una superficie sólida y en una disposición regular y 
prefijada, permitió la aparición de los primeros miniarrays (Cox KH. 1999). Tras la 
mejora de la resolución gracias al aumento de la densidad de sondas imprimidas en 
dicha superficie surgieron los microarrays (Lyndroos K. 2002). Las superficies donde 
inmovilizar las sondas pueden ser membranas de nitrocelulosa o superficies lisas 
recubiertas de compuestos capaces de unir ADN, como la polilisina.  
Existen diversos tipos de arrays, según el objetivo que persigamos. Concretamente, 
entre los arrays de ADN se pueden encontrar arrays de SNP, que permiten identificar 
polimorfismos de una única base entre las muestras biológicas a comparar, o los arrays 
basados en hibridación comparativa del genoma (CGH) cuyo objetivo es detectar 
variaciones en el número de copias de ADN entre las muestras biológicas a comparar. 
Este último tipo de array es el que ha centrado nuestra atención en este trabajo, dadas 
las limitaciones que presentaban otras técnicas descritas hasta el momento. 
Concretamente, queremos determinar la integridad del genoma de los pacientes, y así 
detectar deleciones o duplicaciones en su material genómico que pudieran ser la causa 
de la hipoacusia diagnosticada clínicamente; y técnicas como el MLPA no nos permiten 
tener la precisión necesaria. 
El proceso de preparación de un array CGH (Comparative Genomic Hybridization) se 
describe en la Figura 2. Los resultados se representan en un sistema de coordenadas, 
donde el eje de ordenadas representa la posición cromosómica de las sondas, y el eje de 
abscisas representa el logaritmo en base dos del cociente entre la intensidad del 
marcador rojo y el verde (log2[rojo/verde]). En aquellas regiones de ADN que 
contengan el mismo número de copia en las dos muestras (probando y control), el 
escáner leerá una señal de color rojo y otra de color verde de la misma intensidad, por lo 
que al solapar las dos imágenes veremos una señal lumínica amarilla, y el software de 
análisis lo representará en el eje de abscisas en el valor cero (no hay diferencias entre el 
número de copias de las dos muestras). Cuando haya una duplicación en la muestra 
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problema, la señal roja captada por el escáner será de mayor intensidad que la señal 
verde, mientras que cuando la muestra problema contenga una deleción, la señal verde 
será más intensa que la roja. Tras el análisis del software informático, las deleciones 
serán representadas como valores negativos en el eje de abscisas (deleción en 
heterocigosis tiene un log2ratio de -1, una deleción en homocigosis tiene un log2ratio de 
-2), mientras que las duplicaciones se representarán como valores positivos. (Una 
duplicación tiene un valor log2ratio de 0,5. Una muestra con 4 copias de material 





Fig 2: Protocolo de trabajo con arrays CGH. Paso 1 y 2: 
Cada muestra de ADN problema se enfrenta con la misma 
cantidad de ADN de individuos sanos del mismo sexo. Tras 
la digestión enzimática o sonicación del ADN por separado, 
se realiza un marcaje con sondas marcadas 
fluorescentemente (Cy5 – rojo- para el ADN problema, y 
Cy3 –verde- para el ADN control).  Paso 3: Se junta el ADN 
problema y control de cada muestra a analizar y se hibridan 
al array que contiene las sondas de ADN a estudiar 
inmovilizadas. Paso 4 y 5: Tras la hibridación y los lavados, 
necesarios del array para eliminar las sondas que no han hibridado o que lo han hecho de forma 
inespecífica, un escáner leerá las señales lumínicas resultantes de la excitación de los 
fluoróforos. Paso 6: un software informático convertirá estas señales lumínicas en información 
procesada y normalizada para su análisis. 
5.1.2. Aplicación del array CGH al campo de la sordera 
La estrategia clásica de determinación del diagnóstico genético de la hipoacusia 
se ha centrado en la búsqueda de mutaciones puntuales en las muestras de los pacientes 
afectados. A pesar de ello, aún existe un elevado porcentaje de pacientes de hipoacusia 
cuya causa genética se desconoce. La ampliación de conocimientos en el ámbito de la 
genética, ha demostrado que las mutaciones puntuales no son la única causa de una 





enfermedad genética. Grandes o pequeñas variaciones en el número de copia del 
material genético, deleciones o duplicaciones a veces imposibles de detectar por la 
tradicional técnica de secuenciación, ha hecho necesaria la utilización de nuevas 
técnicas en el cribado rutinario de las muestras. Y un ejemplo de ellas es el aCGH. 
Pocos estudios existen aún relacionados con variaciones en el número de copia en el 
ámbito de la hipoacusia no sindrómica, tan solo se ha descrito un caso en el que la 
hipoacusia familiar es debida a la deleción completa del gen POU4F3 (Freitas EL. 
2014, Rosenberg C. 2015). Además, hay grupos de investigación que están analizando 
posibles genes candidatos causantes de hipoacusia por variación en el número de copia 
mediante estas técnicas (Catelani 2009; Mingroni Netto R.C. 2011). 
5.2. Secuenciación masiva: Next Generation Sequencing (NGS) 
5.2.1. Tecnología de la NGS 
Las técnicas de secuenciación nos permiten conocer el orden concreto de los 
nucleótidos que forman una cadena de ADN, en la cual se encuentra codificada la 
información genética de un organismo. Las primeras secuencias de ADN fueron 
obtenidas en los años 70. Dos técnicas fueron las más empleadas: la secuenciación 
química de Maxam y Gilbert (Maxam and Gilbert 1977), y la secuenciación por 
terminadores de Sanger (Sanger F. 1977). 
El primer paso para reducir costes y tiempo en la obtención de secuencias fue la 
automatización de las técnicas de secuenciación, gracias a la posibilidad de detección de 
los fragmentos de ADN marcados covalentemente con sondas fluorescentes (Smith LM 
1986). El método de secuenciación que primó en esta primera generación de 
secuenciadores de ADN fue el método Sanger, debido a la mayor seguridad que 
otorgaba el menor uso de reactivos químicos tóxicos y de radiactividad. 
Utilizando como base esta tecnología, dos grupos de investigación independientes 
secuenciaron y ensamblaron la secuencia completa del genoma humano. El Proyecto de 
financiación público Genoma Humano dirigido por el Doctor Francis Collins se publicó 
en Nature tras 10 años de trabajo (Lander ES. 2001), y el proyecto financiado por la 
corporación privada Celera fue publicado en la revista Science tras 3 años de 
investigación (Venter JC. 2001).  
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La secuenciación del genoma humano marcó un hito en la historia de la genética, pero 
aun así era necesario el continuo desarrollo de las técnicas de secuenciación, dadas las 
limitaciones de la tecnología desarrollada hasta el momento. La necesidad de obtener 
secuencias  de ADN más largas, o un mayor número de secuencias al mismo tiempo, así 
como de mejorar la calidad de las secuencias, reduciendo el coste y el tiempo necesario 
para obtenerlas ha sido lo que ha dado lugar a las tecnologías de secuenciación de nueva 
generación (NGS). Estos métodos prescinden de la electroforesis en gel, puesto que esta 
técnica limita el tamaño y número de las secuencias con las que podemos trabajar. 
Las plataformas de secuenciación masiva más extendidas comparten un 
fundamento teórico común, que se centra en la fragmentación del material genético y 
generación de librerías y amplificaciones clonales, de modo que se obtengan miles de 
copias idénticas para ser secuenciadas (Fig. 3). Las diferencias entre plataformas 
radican en la tecnología  de cada casa comercial para obtener las secuencias resultantes 
de cada amplificación clonal (Tabla 1). La tecnología NGS permite secuenciar 
fragmentos solapantes, por lo que cada nucleótido puede estar incluido en lecturas 






Fig 3: Protocolo general de secuenciación masiva. A. Generación de la librería. El ADN es 
fragmentado y, a través de una ligación in vitro, se unen unos adaptadores específicos de cada 
plataforma a sus extremos. B. Amplificación de las librerías. Los adaptadores añadidos permiten 
aislar cada uno de los fragmentos generados, y realizar amplificaciones clonales utilizando 
como cebadores secuencias de ADN complementarias a dichos adaptadores. Existen dos 
métodos principales de aislar los fragmentos, (1) en la superficie de bolas (beads), por lo que la 
amplificación se conoce como PCR en emulsión (técnica utilizada en las plataformas de Roche 
y Life Technologies), o (2) en la superficie de un sustrato liso (células de flujo), proceso en el 
que la amplificación recibe el nombre de PCR en forma de puentes (Plataforma Illumina). Por 
último tendrá lugar la reacción de secuenciación propiamente dicha, que consistirá en varios 
ciclos de procesos enzimáticos (diferente para cada plataforma comercial), adquisición de 








PCR en emulsión (beads) 
 
Secuenciación por síntesis: Pirosecuenciación 
 + 
 Cámara fotosensible 
 
GS-FLX (454) 
Genera 700Mb de lecturas totales 
1.000.000 lecturas/carrera  de un tamaño medio de 793pb 
GS-Junior 
Genera 35- 70 Mb de lecturas totales 
100.000lecturas/carrera de hasta 400-700pb de longitud 
Life Technologies PCR emulsión (beads) 
Secuenciación por síntesis: 
Chips de semiconductores 
+ 
Placa sensible al pH 
 
 
Ion PGM (Ion Torrent) 
 genera lecturas de entre 200 y 400 pb de tamaño, y según el chip que utilice: 
Chip314: 30 - 100Mb de lecturas totales 
Chip316: 300Mb - 1Gb de lecturas totales 
Chip318: 600Mb - 2Gb de lecturas totales 
Proton 
 genera 10Gb de lecturas totales de 200pb de tamaño 
Applied Biosystems 
 (Life Techn.) 
PCR en emulsión (beads) 
Secuenciación por ligación: 




5500W: Genera 80-160Gb delecturas totales de 75 pb de longitud si se leen en una dirección, o de 50 pb si se leen en las 2 direcciones 
5500xlW: Genera 160-320 Gb de lecturas totales (según su longitud) 
Illumina PCR en sustrato 
 
Secuenciación por síntesis: 
dNTPs marcados con fluorescencia 
 
Hiseq 
Hay varias versiones  que generan entre 10 y 1500Gb de lecturas totales de entre 125-250 pb de longitud (puede leer en ambos sentidos) 
NextSeq 





Tabla 1: Tecnología de secuenciación de nueva generación empleada en cada una de las casas 
comerciales más utilizadas en la actualidad, y descripción de sus secuenciadores. 
 
   
Miseq 
Genera entre 300Mb-15Gb lecturas totales de hasta 300pb de longitud (puede leer en ambos sentidos) 
Nanopore Secuenciación de cadena sencilla de ADN 
Polímero intacto de ADN de cadena sencilla que atraviesa una proteína en forma de poro (nanoporo). Las bases son identificadas al modificar el flujo de iones que atraviesan el poro. 
 
Esta tecnología está siendo evaluada en varios laboratorios a nivel internacional  
MinION 
 Genera entre 2.5M y 4.4 M de lecturas de 10kb de longitud (Longitud máxima reportada 230kb) 
PromethION 




PacBio Secuenciación de cadena sencilla de ADN 
 
Secuenciación de una única molécula en tiempo real. El complejo ADN-polimerasa y el ADN molde están inmovilizados en los pocillos. Los nucleótidos añadidos están marcados con fluoróforos para su detección.  
 
SMRT  (Single Molecule-Real Time Sequencing) cell 
Genera 500Mb-1Gb de lecturas totales por pocillo 
Tamaño medio de las lecturas 10kb (longitud máxima conseguida 60kb) 
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5.2.2. Captura de secuencia 
Las técnicas de captura de secuencia surgieron ante la necesidad de delimitar la 
región génica a secuenciar, y con el objetivo de mejorar su calidad de secuenciación. La 
captura nos permite seleccionar las regiones génicas que queremos secuenciar, con el 
fin de enriquecer su presencia en el ADN de partida, y de este modo evitar perder 
recursos de secuenciación en regiones complicadas o innecesarias para nuestro 
experimento. Igualmente, este enriquecimiento permite que regiones complejas del 
ADN, por su alto contenido en GC o por sus secuencias repetitivas, que nos interesen 
sean secuenciadas con mayor probabilidad de éxito. Un último beneficio de la captura 
de secuencia radica en la disminución del coste medio de la secuenciación por muestra, 
ya que al seleccionar las regiones de interés, la profundidad de secuencia es mayor con 
un menor número de ciclos de secuenciación, y podemos aprovechar la misma carrera 
de secuencia para analizar varios individuos (Craig DW. 2008). 
Existen dos tecnologías diferentes de captura de secuencia, según si se 
fundamentan en técnicas de hibridación o no (Lin X 2012). Las técnicas de captura 
basadas en métodos de hibridación son las más extendidas, y son las que se han 
utilizado para secuenciar exomas completos. Entre ellas se encuentran la captura de 
secuencia  basada en técnicas de hibridación en fase líquida (Fig 4), como la utilizada 
por las casas comerciales Nimblegen (SeqCap EZ Library) o Illumina (TruSeq), que 
utilizan sondas de ADN; o la casa comercial Agilent (SureSelect), que utiliza sondas de 
ARN. También existen técnicas de captura de secuencia basada en hibridación en fase 
sólida, en las cuales las sondas se encuentran inmovilizadas en una superficie sólida. 
Esta última está menos desarrollada debido a que su implementación en sistemas 
automatizados es más compleja. 
5.2.2.1. Tecnología Haloplex  
Las reacciones de captura de secuencia basada en hibridación suelen 
completarse en dos días, lo que alarga el tiempo necesario para llevar a cabo la 
secuenciación de las muestras. Ante la necesidad de acortar el tiempo de trabajo, y 
obtener los resultados lo antes posible, surge la tecnología de captura Haloplex 
(Agilent), que permite enriquecer todas las muestras para secuenciar en un solo tubo 
(permite trabajar con hasta 96 muestras al mismo tiempo), y en tan solo 6 horas de 
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trabajo. (Fig. 5). Esta tecnología de enriquecimiento de secuencia es compatible con los 
secuenciadores Life Technologies e Illumina. 
 
 
Fig 4: Captura de secuencia basada en tecnología de hibridación en 
fase líquida (Nimblegen: SeqCap EZ Library). (1) Las sondas de 
captura son sondas de ADN biotiniladas y complementarias a las 
regiones génicas a enriquecer. (2) Preparación de la librería. El 
ADN es fragmentado y se le añaden adaptadores a los extremos (3) 
Las sondas son hibridadas frente a la librería del ADN a capturar. 
(4) La captura se lleva a cabo con bolas de estreptavidina que se 
unen a la biotina de las sondas de ADN, y por tanto seleccionan las 
regiones capturadas. (5) La estreptavidina es seleccionada gracias a 
un soporte magnético, por lo que los fragmentos de ADN no 
capturados son eliminados en los lavados. (6) A continuación se 
amplifican por PCR las regiones capturadas, (7) se mide la calidad 





Fig. 5: Protocolo de enriquecimiento de secuencia mediante la tecnología 
Haloplex. 1. Digestión del ADN genómico. 2. Hibridación de las sondas. Se 
añade la librería de sondas, las cuales están biotiniladas para permitir su 
purificación, y contienen las secuencias de cebadores para permitir la posterior 
amplificación, y los códigos de barras para identificar cada muestra. Estas 
sondas producen la circularización de los fragmentos de ADN genómico, y la 
incorporación de los cebadores a dichas secuencias. 3. Purificación de las 
regiones de interés con bolas de estreptavidina, y ligación de las secuencias 
circularizadas. 4. Amplificación de los fragmentos de interés. Solo se 
amplifican los fragmentos circulares. Durante la amplificación se añaden unos 
códigos de barras a los extremos de las secuencias para permitir la 
identificación de las muestras tras la secuenciación. 
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5.2.3. Aplicación de la secuenciación masiva al campo de la sordera 
La estrategia clásica de búsqueda de nuevos genes causantes de hipoacusia  es el 
análisis de ligamiento en casos familiares con sujetos afectados de varias generaciones 
(Wallis C. 1988, de Kok YJ. 1995, Modamio-Hoybjor S. 2003, Modamio-Hoybjor S. 
2007). Una vez descrito el nuevo gen, se analiza si mutaciones en dicho gen son las 
causantes de hipoacusia en otras familias aún sin diagnosticar genéticamente. Para 
llevar a cabo este análisis, el método tradicional es la secuenciación Sanger o dHPLC 
(Hildebrand MS, 2011). Este método es muy laborioso, caro y lento; puesto que cada 
gen puede tener un número variable de exones de diferentes tamaños. La existencia de 
94 genes actualmente descritos como causantes de hipoacusia ralentiza notablemente el 
estudio genético de estos pacientes. La aparición de la secuenciación masiva y la 
captura de secuencia suponen una mejora notable en el trabajo con enfermedades tan 
heterogéneas genéticamente como las hipoacusias hereditarias, ya que reducen el 
tiempo y coste de trabajo, al poder secuenciar en una misma carrera varios genes, 
independientemente de su tamaño. Además, permite analizar varios pacientes al mismo 
tiempo, y seleccionar los genes que queramos, de manera que podemos priorizar los 
genes que nos interesen porque sean causantes ya descritos como asociados a la 
enfermedad y también explorar posibles genes candidatos. Ya existen en el mercado 
iniciativas a nivel internacional para estudiar de forma simultánea los genes causantes 
de hipoacusia, así como comparaciones entre ellas (Shearer AE. 2012). La diferencia 
entre unas plataformas y otras radica en el número de genes estudiados y la tecnología 
de secuenciación utilizada. Algunos ejemplos son la plataforma OtoSCOPE® (Shearer 
AE. 2010), OtoGenetics Ot-IDv1, OtoGenomeTM.  
La secuenciación masiva también ha permitido la identificación de nuevos genes, 
gracias a la secuenciación de exomas en familias cuyo pequeño tamaño no permitía el 
estudio por análisis de ligamiento. De este modo se han descrito 21 nuevos genes entre 



























1 Diseño y validación de un array CGH dirigido a genes asociados a hipoacusia 
hereditaria: OTO-CGH-array. 
2 Diseño y validación de un sistema de captura de secuencia en solución de los 
genes asociados a hipoacusia hereditaria para NGS: OTO-NGS-Panel. 
3 Transferencia a mercado de los diseños validados: OTO-CGH-array y OTO-
NGS-Panel 
4 Estudio genético de 110 pacientes con hipoacusia de herencia autosómica 
dominante mediante la herramienta diagnóstica OTO-NGS-Panel. 
5 Identificación del gen asociado a la hipoacusia DFNA49 utilizando nuevas 
tecnologías: aCGH y NGS. 
6 Estudio genético de pacientes con el Síndrome de Stickler. 
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MATERIALES Y MÉTODOS  
 
1. Selección de pacientes  
 
Los individuos con hipoacusia incluidos en ese estudio pertenecen a familias de origen 
español. Todos ellos fueron sometidos a una exploración clínica para determinar el 
grado y tipo de hipoacusia, descartar los factores ambientales como causa de la sordera, 
y confirmar la ausencia de cualquier anomalía sindrómica. Solo se incluyeron en este 
estudio individuos pertenecientes a familias con hipoacusia de herencia autosómica 
dominante. Pacientes con características clínicas compatibles con el síndrome de 
Stickler y síndrome Branqui-Oto-Renal fueron también incluidos en el estudio. De cada 
participante se obtuvo el consentimiento informado aceptado por el comité ético y una 
muestra de sangre de la que se extrajo el DNA por el método salino (Miller SA. 1988).  
 
2. Herramientas de nueva generación 
 
2.1. Microarrays  
2.1.1. Array de Hibridación Comparativa del Genoma (aCGH) 
Se han diseñado 4 microarrays CGH diferentes. Los dos primeros consisten en diseños 
modulares que permiten abordar todos los genes y loci causantes de hipoacusia 
descritos hasta el momento utilizando la tecnología Agilent (4x180K). Un primer 
módulo cubre los genes causantes de hipoacusia de herencia autosómica dominante 
(AD). El segundo módulo cubre los genes causantes de hipoacusia de herencia recesiva 
(AR) y ligados al cromosoma X. El tercer microarray cubre los genes causantes de 
hipoacusia de herencia autosómica dominante utilizando la tecnología Nimblegen 
(12x270K). El segundo módulo que correspondería a los genes de hipoacusia de 
herencia autosómica recesiva estudiados con esta tecnología no pudo desarrollarse 
debido a que la compañía clausuró esta línea de mercado. El cuarto microarray fue 
diseñado con tecnología Nimblegen cubriendo la región del locus DFNA49 (12x135K).  
Para el diseño de los microarrays con tecnología Agilent se utilizó la plataforma e-array 
de Agilent (https://earray.chem.agilent.com/earray/). Las sondas fueron diseñadas según 
el genoma de referencia hg19, y se utilizaron sondas ISCA CGH180K para generar un 
fondo de sondas que barrieran todo el genoma de forma homogénea. Todos los diseños 
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generados hasta obtener el definitivo fueron comprobados utilizando el visor UCSC 
(Universidad de California Santa Cruz). 
Los microarrays fueron procesados siguiendo el protocolo de la casa comercial, y el 
análisis de los resultados se realizó utilizando el software Agilent Genomic Workbench, 
limitando los cambios detectados a aquellos que estuvieran formados por un número 
mínimo de 3 sondas consecutivas que se desviaran en +/-0.35 del cero. Los cambios en 
el número de copia detectados fueron contrastados con la base de datos DGV (Database 
Genomic Variants), y comparados entre pacientes e individuos sanos con el objetivo de 
generar una base de datos con los resultados obtenidos. 
Los microarrays de Nimblegen fueron diseñados con el objetivo de cubrir las mismas 
regiones de interés que las empleadas en el microarray de Agilent, y su cobertura fue 
comprobada en el mismo visor UCSC. Estos microarrays fueron procesados y 
analizados en la plataforma del Institute for Research in Biomedicine (IRB: Functional 
Genomics Core de Barcelona) con el software SignalMap v1.9 y el software DEVA. 
 
2.2. Secuenciación Masiva (NGS)  
2.2.1. Sistema de captura líquida utilizando la tecnología Nimblegen 
Los diseños fueron realizados en colaboración con la casa comercial Nimblegen 
utilizando las coordenadas de los genes causantes de hipoacusia no sindrómica 
obtenidas de publicaciones científicas. Se desarrollaron dos sistemas de captura 
complementarios: uno cubre los genes causantes de hipoacusia de herencia autosómica 
dominante y ligados al cromosoma X, y el otro cubre con los genes de hipoacusia de 
herencia autosómica recesiva. Los diseños iniciales fueron comprobados y modificados 
con el visor UCSC hasta la obtención del diseño definitivo. La captura fue llevada a 
cabo siguiendo los protocolos de la casa comercial en las instalaciones del Centro 
Andaluz de Secuenciación Genómica Humana (CASEGH de Sevilla) y la secuenciación 
fue llevada a cabo en un secuenciador SOLiD 5500xl. 
 
2.2.2. Sistema de enriquecimiento de secuencia utilizando la tecnología Haloplex  
Este diseño cubre todos los genes causantes de hipoacusia en un solo módulo, y fue 
realizado utilizando el software SureDesign de Agilent. La cobertura de las regiones de 
interés fue analizada en el visor UCSC, y aquellas regiones que el programa no incluía 
por no estar correctamente descritas en las bases de datos fueron introducidas 
Materiales y Métodos   
 47
manualmente para ser cubiertas con otras sondas. Las muestras fueron procesadas  
siguiendo el protocolo de la casa comercial, y la secuenciación se realizó en un 
secuenciador Miseq. 
 
2.2.3. Análisis y tratamiento de los resultados obtenidos por secuenciación masiva 
Los datos obtenidos de ambas tecnologías de Secuenciación masiva fueron analizados 
en diferentes plataformas. Con respecto al análisis de los datos obtenidos de la captura 
con tecnología Nimblegen, el alineamiento se realiza con el software BFAST, y la 
selección y anotación de variantes con GATK Variant Annotator y el software 
SeattleSeq (http://snp.gs.washington.edu/SeattleSeqAnnotation138/). Los datos 
obtenidos de la captura con tecnología Haloplex fueron analizados con el software 
DNA-Nexus versión 2013. Este Software realiza el alineamiento utilizando el BWA-
MEM 0.7, y la selección de variantes y su anotación con el software FreeBayes v.9.9.13 
y GATK Variant Annotator. Las variantes resultantes fueron analizadas con la 
herramienta ANNOVAR (http://wannovar2.usc.edu/), y confirmadas manualmente. Los 
ficheros BAM resultado de ambas secuenciaciones fueron utilizados para visualizar y 
confirmar las variantes obtenidas en el software IGV2.3. Estas variantes fueron 
seleccionadas por estar en menos de un 1% en las bases de datos (1000 genomas del 
1000 Genomes Project, 6500 exomas del Exome Sequencing Project, 65000 exomas del 
ExAC y 404 exomas del CIBERER Exome Server), y no estar representadas en la base 
de datos que se ha ido generando con los pacientes analizados. 
2.2.4. Secuenciación del exoma completo de 3 individuos afectados de la familia 
DFNA49 
Esta secuenciación del exoma completo (Whole Exome Sequencing, WES) fue llevada 
a cabo en el CNAG (Centro Nacional de Análisis Genómico). 
 
3. Estudios genético-moleculares de validación 
 
3.1. Amplificación por PCR 
Los cebadores para amplificar los exones y zonas intrónicas flanqueantes de los genes 
en estudio fueron diseñados utilizando el software Oligo 4.0 (Molecular Biology 
Insights, West Cascade, CO, USA) (Material Suplementario). La amplificación se llevo 
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a cabo usando 10 pmoles de cada oligo, 1,5 l de tampón de reacción 10X, 2,5 nmoles 
de dNTPs, 0,75 U de polimerasa (Fast Start, Roche), 1,5 mM de MgCl2 y 20 ng de 
DNA genómico, todo ello en un volumen de 15 l. La PCR se llevó a cabo en un 
termociclador Geneamp 9700 (Applied Biosystem) y el programa 150-TD:  
0. 95ºC 5 min 
1. (95º 30s/(Tª+5) 15s/72º 30s)-1ºC/ciclo (x5 ciclos) 
2. (95º 30s/Tª 15s/72º 30s) x 30 ciclos  
3. 72ºC 5 min 
Los amplificados de PCR fueron comprobados en una electroforesis horizontal en gel 
de Agarosa al 1,5% en tampón TBE 1% con bromuro de etidio o Greensafe (Nzytech), 
visualizándose las bandas a la luz ultravioleta. 
 
3.2. Secuenciación Sanger 
Los amplificados de PCR fueron purificados utilizando 2l de ExoSAP-IT (Affimetrix) 
por cada 5 l de amplificado. La secuenciación se llevo a cabo utilizando 10 pmoles de 
uno de los oligos utilizados en la amplificación, junto con 2l de terminador de 
secuencia BigDye v1.1 de Applied Biosystems, 4l de tampón de reacción 5X, 4l del 
purificado de PCR y agua hasta completar el volumen total de 20l. El programa de 
secuencia se llevó a cabo en un termociclador Geneamp 9700 (Applied Biosystem): 
4. 96ºC 3 min 
5. (96ºC 10s / 50ºC 5s / 60ºC 4 min) x 25 ciclos 
Las secuencias obtenidas fueron precipitadas con etanol/acetato, y analizadas en un 
secuenciador automático ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA). El 
análisis de las secuencias se realizó mediante el programa informático Seqman II 5.03 o 
Chromas Lite v.2.1. 
 
3.3. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)  
El diagnóstico de deleciones en los pacientes de BOR fue llevado a cabo utilizando 
utilizando el kit MLPA de la casa MRC-Holland P-153 para el gen EYA1, siguiendo las 




Materiales y Métodos   
 49
 
3.4. Análisis de ligamiento mediante uso de microsatélites  
Para confirmar la segregación de los alelos afectados en pacientes del Síndrome de 
Stickler se utilizaron marcadores microsatélites disponibles en los mapas genéticos 
Marshfield, Genethon o DeCODE (Material Suplementario). 
Los marcadores microsatélite se amplificaron en cada individuo mediante reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) para lo que se utilizaron oligonucleótidos (uno por 
pareja) conjugados en 5’ con una de estas tres moléculas fluorescentes: TET, FAM o 
HEX (Roche). En la mezcla de reacción de PCR se añadieron: 10 pmoles de cada oligo, 
1.5 l de tampón de reacción 10X, 2.5 nmoles de dNTPs, 0.75 U de polimerasa (Fast 
Start, Roche), 1.5 mM de MgCl2 y 20 ng de DNA genómico, todo ello en un volumen 
de 15 l. La PCR se llevó a cabo en un termociclador Geneamp 9700 (Applied 
Biosystem) empleando el siguiente programa:  
6. 94 ºC 5 min. 
7. (94ºC 40 s, 56 ºC 40 s) x 30 ciclos. 
8. 72 ºC 7 min.  
Los amplificados fluorescentes se desnaturalizaron en formamida y se 
sometieron a electroforesis capilar en un analizador automático de DNA ABI PRISMTM 
310 (Applied Biosystem). Mediante el programa GeneScan (Applied Biosystem) se 
analizó cada muestra y se calculó la longitud de los alelos amplificados en cada caso. 
 
3.5. Transformación bacteriana 
Para aislar los alelos mutados de los individuos afectados con pequeñas duplicaciones o 
deleciones, clonamos la región amplificada por PCR en un plásmido pBluescript sK- o 
TOPO TA, y los transformamos en células competentes XL1 Blue (Stratagene). Estas 
células las cultivamos en medio LB con IPTG (isopropyl-β-d-thiogalactopyranoside) y 
X-gal, y bajo selección de ampicilina. Los plásmidos fueron secuenciados utilizando los 
cebadores universales T3 y T7 (pBluescript sK-) O M13 (TOPO TA). 
3.6. RT-PCR 
Para analizar el efecto de la mutación c.430-1G>A del gen COL2A1 en el 
procesamiento del ARN,  lo extrajimos de linfocitos de los afectados transfectados con 
EBV (Chan D. 1991). Los linfocitos se cultivaron en medio RPMI suplementado con 
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20% Suero Fetal Bovino, 1% estreptomicina y 1% glutamina. El ARN fue purificado 
utilizando el kit  QIAamp RNA blood mini kit (Qiagen), y su retrotranscripción usando 
una retrotranscriptasa de alta fidelidad (Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, 
ROCHE), y secuenciado utilizando un cebador específico. La amplificación se 
consiguió siguiendo una estrategia semi-anillada, utilizando el primer F3 situado en el 
exón 4 y R3 situado en el exón 8, y posteriormente reamplificando el producto 
resultante con los primers F5 situado entre el exón 5 y 6, y el primer R3. 
En el resto de los casos con mutaciones encontradas que afectan a sitios del 
procesamiento del ARN, ante la imposibilidad de inmortalizar linfocitos de los 
pacientes, se hizo un estudio in sílico utilizando el predictor del software DBGP 































A) HIPOACUSIA NO SINDRÓMICA 
 
1. Diseño de un array CGH dirigido a genes causantes de sordera: OTO-CGH-
ARRAY. 
1.1 Diseño del array CGH utilizando diferentes plataformas 
Hemos diseñado varios arrays CGH utilizando la tecnología Agilent o la tecnología 
Nimblegen, con la intención de hacer una comparativa entre los diseños y elegir, de cara 
a su uso en diagnóstico y su posible transferencia a mercado, el que más se adecúe a 
nuestras necesidades teniendo en cuenta su coste-efectividad: la tecnología Agilent o la 
tecnología Nimblegen. 
Nos propusimos estudiar un total de 113 loci y 73 genes de hipoacusia, los cuales 
hemos distribuido en dos módulos según el tipo de herencia genética: 43 loci y 28 genes 
serán analizados en el primer módulo, para el estudio de la hipoacusia de herencia 
autosómica domiante, y los otros 70 loci y 45 genes serán incluidos en el segundo 
módulo para el estudio de hipoacusia de herencia autosómica recesiva y ligada al X. 
Este diseño modular permite una mayor cobertura de los genes, y que el análisis de las 
muestras pueda ser segregada según el tipo de herencia familiar. Para faciliar la 
validación de las plataformas se ha incluido el gen EYA1 en ambos diseños. La deleción 
total o parcial de este gen es causante del Síndrome de BOR (Vervoort VS. 2002, 
Sánchez-Valle A. 2010). 
Utilizando la tecnología Agilent, elegimos el formato de array 4x180K. Con este 
formato analizamos cuatro pacientes en un mismo microarray y disponemos de 180.000 
sondas para analizar cada paciente. Decidimos hacer una distribución no homogénea de 
las sondas entre genes y loci para analizar con mayor detalle las regiones génicas 
conocidas. Además, cubrimos 1Mb de región génica flanqueando los genes conocidos 
(regiones 5’UTR y 3’UTR) con una densidad de sondas intermedia entre la densidad de 
los genes y la densidad de los loci, con la intención de no perder posible información de 
interés (promotores, regiones reguladoras…). Dado que los genes con los que 
trabajamos tienen un tamaño que varía entre 77pb y 480kb, nos vemos obligados a 
dividir los genes en dos grupos que cubriremos con densidades de sondas diferentes, los 
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que tienen un tamaño menor de 100kb estarán cubiertos con una mayor densidad de 
sondas, y los que tienen un tamaño mayor de 100kb estarán cubiertos con una densidad 
de sondas menor con respecto al otro grupo de genes. En la figura 6 se muestra la 
densidad de sondas resultante de cada una de las regiones en el array para genes de 
herencia autosómica dominante (AD), así como para los genes de herencia autosómica 
recesiva (AR). En la tabla 2 y 3 se encuentran los listados de los genes y loci AD y AR 
respectivamente incluidos en el estudio. 
La distribución de sondas en las regiones de interés se realiza a través de un programa 
informático (SureDesign), y la distancia existente entre sondas es un dato estadístico, ya 
que no todas las sondas van a encontrarse exactamente a la misma distancia unas de 
otras. Revisamos el diseño teórico final para comprobar la cobertura de los genes que 
nos interesan, y comprobamos la existencia de numerosos exones en nuestros genes de 
interés sin ninguna sonda que los cubriera, de modo que para no perder información 
relevante, como pequeñas deleciones o inserciones, decidimos incluir una última 
premisa en el diseño, que se incluyera al menos una sonda en cada uno de estos exones. 
Aun así, por limitaciones de la tecnología, en el diseño final quedan exones que no han 
podido ser cubiertos por ninguna sonda, debido a que no existen sondas disponibles de 
acuerdo al software de diseño de Agilent en esas zonas en concreto (Tabla 4), por ser 
zonas complejas debido a que son ricas en Guaninas y Cisteínas, o por ser regiones 












DFNA GEN TAMAÑO (pb) Referencia 
DFNA2 GJB3 5176 Xia 1998 KCNQ4 54676 Kubisch 1999 
DFNA44 CCDC50 69584 Modamio-Hoybjor 2007 
DFNA6 WFS1 33414 Bespalova 2001, Young 2001 
DFNA39 DSPP 8344 Xiao 2001 
DFNA15 POU4F3 1496 Vahava 1998 
DFNA13 COL11A2 29776 McGuirt 1999 
DFNA5 DFNA5 59665 Van Laer 1998 
DFNA50 MIRN96 77 Mencía 2009 *MIR182-96-183 4631 
DFNA11 MYO7A 86976 Liu 1997 
DFNA12 TECTA 88138 Verhoeven 1998 
DFNA48 MYO1A 21588 Donaudy 2003 
DFNA25 SLC17A8 (VGLUT3) 64979 Ruel 2008 
DFNA64 DIABLO 19858 Cheng 2011 
DFNA3 GJB2/GJB6 44930 Denoyelle 1998, Grifa 1999 
DFNA9 COCH 20518 Robertson 1998 
DFNA40 CRYM 64222 Oshima 2006 
DFNA20 ACTG1 2828 Zhu 2003, Van Wijk 2003 







Tabla 2: Genes y loci AD incluidos en el diseño aCGH, indicando su tamaño y referencias 
bibliográficas. A. Genes AD con un tamaño menor de 100Kb. B. Genes AD con un tamaño 
mayor de 100Kb. C. Loci AD incluidos en los diseños aCGH indicando el número de genes 
descritos que contienen como causantes de sordera. Existen varios loci sin coordenadas 
incluidas en la tabla anterior debido a que la megabase añadida flanqueando al gen descrito en 
dicho locus sobrepasa sus coordenadas por ambos extremos (MYH9 –DFNA17- y CRYM -
DFNA40-). * miR182-96-183: incluido en el diseño aCGH de Nimblegen. 
 
DFNA GEN TAMAÑO (pb) Referencia 
DFNA1 DIAPH1 104033 Lynch 1997 
DFNA22 MYO6 170345 Melchionda 2001 
DFNA10 EYA4 290762 Wayne 2001 
DFNA28 TFCP2L3 (GRHL2) 177282 Peters 2002 
DFNA51 TJP2 133900 Walsh 2010 
DFNA36 TMC1 314550 Kurima 2002 
DFNA4 MYH14 106916 Donaudy 2004 
DFNA17 MYH9 106739 Lalwani 2000 





LOCUS Número de genes Referencia 
DFNA2 2 Coucke 1994, Xia 1998 
DFNA49 0 Moreno-Pelayo 2003 
DFNA7 0 Fagerheim 1996 
DFNA34 0 Kurima 2000 
DFNA43 0 Flex 2003 
DFNA16 0 Fukushima 1999 
DFNA18 0 Bönsch 2001 
DFNA44 1 Modamio-Hoybjor 2003 
DFNA6 /14 / 38 1 Lesperance 1995 
DFNA24 0 Häfner 2000 
DFNA42 /52 0 Xia 2002 
DFNA1+54+15 1 (DFNA1), 0 (DFNA54) DFNA1: Lynch 1997, DFNA54:Gürtler 2004 
DFNA15 1 DFNA15: Vahava 1998 
DFNA31 0 Snoeckx 2004 
DFNA13 1 Brown 1997 
DFNA22 1 Melchionda 2001 
DFNA10 1 O’Neill 1996 
DFNA5 1 Van Camp 1995 
DFNA50* 1 (miR96) Modamio-Hoybjor 2004 3 (miR182-96-183) 
DFNA28 1 Peters 2002 
DFNA47 0 D’Adamo 2003 
DFNA51 + 36 1 (DFNA51) DFNA51: Walsh 2010 
DFNA36 1 Kurima 2002 
DFNA59+11 0 (DFNA59) 1 (DFNA11) DFNA59: Chatterjee 2009, DFNA11: Tamagawa 1996 DFNA12 /8 1 Verhoeven 1997 
DFNA48 1 D’Adamo 2003, Donaudy 2003 
DFNA25 1 Greene 2001 
DFNA64 1 Cheng 2011 
DFNA41 0 Blanton 2002 
DFNA3 2 Chaïb 1994, Grifa 1999 
DFNA33 0 Bönsch 2009 
DFNA53+9 0 (DFNA53) DFNA53: Yan 2006 
DFNA9 1 Manolis 1996 
DFNA23 0 Salam 2000 
DFNA30 0 Mangino 2001 
DFNA20 /26 1 Morell 2000, DeWan 2003 
DFNA57 0 Bönsch 2008 











Fig 6: Densidad media de sondas en los genes (marcados en rojo), megabases flanqueando los 
genes (azul), y loci (con o sin gen conocido: negro) causantes de hipoacusia no sindrómica 




Genes con tamaño mayor de 100kb 
500pb 5455pb 5455pb 1000pb 1000pb Sondas cada: 
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5000pb        2000pb                       500pb                    2000pb          5000pb 
Sondas cada: 
1Mb 1Mb 
      
Genes con tamaño menor de 100kb 
77pb 5455pb  5455pb 1000pb 1000pb          AD 




DFNB GEN TAMAÑO (pb) Referencia DFNB32/82 GPSM2 57354 Walsh T. 2010 
DFNB73 BSND 9847 Riazuddin S. 2009 
DFNB36 ESPN 36155 Naz S. 2004 
DFNB21 TECTA 88138 Mustapha M. 1999 
DFNB18 USH1C 50520 Ouyang XM. 2002 OTOG 60670 Schraders M. 2012 
DFNB63 LRTOMT/COMT2 30445 Ahmed ZM. 2008 
DFNB2 MYO7A 86976 Weil D. 1997 
DFNB1 GJB2 GJB6 5508 10432 Kelsell DP. 1997 Grifa A. 1999 DFNB22 OTOA 82214 Zwaenepoel I. 2002 
DFNB3 MYO15A 71095 Wang A. 1998 
DFNB15/72/95 GIPC3 7969 Charizopoulou N. 2011 
DFNB59 PJVK 9944 Delmaghani S. 2006 
DFNB8/10 TMPRSS3 24204 Scott HS. 2001 
DFNB28 TRIOBP 90218 Riazuddin S. 2006 
DFNB42 ILDR1 34859 Borck G. 2011 
DFNB6 TMIE 9590 Naz S. 2002 
DFNB49 MARVELD2 28893 Riazuddin S. 2006 
DFNB91 SERPINB6 24005 Sirmaci A. 2010 
DFNB53 COL11A2 29776 Chen W. 2005 
DFNB66/67 LHFPL5/TMHS 18781 Shabbir M. 2006 
DFNB61 SLC26A5 93421 Liu XZ. 2003 
DFNB4 SLC26A4 57170 Li XC. 1998 
DFNB39 HGF 68007 Schultz JM. 2009 
DFNB79 TPRN 9094 Rehman AU. 2010 
DFNX4 SMPX 52138 Del Castillo I. 1996 
DFNX2 POU3F4 1506 De Kok YJ. 1995 
DFNX1 PRPS1 22601 Liu X. 2010 
 
DFNB GEN TAMAÑO (pb) Referencia 
DFNB30 MYO3A 278463 Walsh T. 2002 
DFNB23 PCDH15 1825167 Ahmed ZM. 2003 
DFNB12 CDH23 418998 Bork JM. 2001 
DFNB24 RDX 121832 Khan SY. 2007 
DFNB74 MSRB3 188192 Ahmed ZM. 2011 
DFNB84 PTPRQ 235842 Schraders M. 2010 
DFNB35 ESRRB 130488 Collin R. 2008 
DFNB16 STRC 129186 Verpy E. 2001 
DFNB77 LOXHD1 180059 Grillet N. 2009 
DFNB9 OTOF 101494 Yasunaga S. 1999 
DFNB29 CLDN14 115947 Wilcox ER. 2001 
DFNB98 TSPEAR 213720 Delmaghani S. 2012 










LOCUS Número de genes Referencia 
DFNB32/82 1 Masmoudi S. 2003 
DFNB45 0 Bhatti A. 2008 
DFNB73 1 Riazuddin S. 2009 
DFNB36 1 Naz S. 2004 
DFNB30 1 Walsh T. 2002 
DFNB33 0 Medlej-Hashim M. 2002 
DFNB23 1 Ahmed ZM. 2003 
DFNB12 1 Chaib H. 1996 
DFNB24 1 Khan SY. 2007 
DFNB21 1 Mustapha M. 1999 
DFNB20 0 Moynihan L. 1999 
DFNB18 2 Jain PK. 1998 
DFNB51 0 Shaikh RS. 2005 
DFNB93 0 Tabatabaiefar MA. 2011 
DFNB63 1 Tlili A. 2006 
DFNB2 1 Guilford P. 1994 
DFNB62 0 Ali G. 2006 
DFNB74 1 Waryah AM. 2009 
DFNB84 1 Schraders M. 2010 
DFNB1 2 Guilford P. 1994 
DFNB5 0 Fukushima K. 1995 
DFNB35 1 Ansar M. 2003 
DFNB16 1 Campbell DA. 1997 
DFNB48 0 Ahmad J. 2005 
DFNB22 1 Zwaenepoel I. 2002 
DFNB85 0 Shahin H. 2010 
DFNB3 1 Friedman TB. 1995 
DFNB77 1 Grillet N. 2009 
DFNB46 0 Mir A. 2005 
DFNB15/72/95 1 Chen A. 1997; Ain Q. 2007; Rheman AU. 2011; Charizopoulou N. 2011 DFNB81 0 Rehman AU. 2011 
DFNB68 0 Santos RL. 2006 
DFNB27 0 Pulleyn LJ. 2000 
DFNB59 1 Delmaghani S. 2006 
DFNB9 1 Chaib H. 1996 
DFNB47 0 Hassan MJ. 2006 
DFNB65 0 Tariq A. 2006 
DFNB29 1 Wilcox ER. 2001 
DFNB8/10 1 Veske A. 1996 
DFNB98 1 Delmaghani S. 2012 
DFNB37 MYO6 170345 Ahmed ZM. 2003 
DFNB31 WHRN 103369 Mburu P. 2003 
DFNB7/11 TMC1 314550 Kurima K. 2002 




DFNB40 0 Delmaghani S. 2003 
DFNB28 1 Shahin H. 2006 
DFNB42 1 Aslam M. 2005 
DFNB6 1 Fukushima K. 1995 
DFNB26 0 Riazuddin S. 2000 
DFNB25 1 Schraders M. 2010 
DFNB55 0 Irshad S. 2005 
DFNB49 1 Ramzan K. 2005 
DFNB38 0 Ansar M. 2003 
DFNB91 1 Sirmaci A. 2010 
DFNB53 1 Chen W. 2005 
DFNB66/67 1 Tlili A. 2005; Shabbir M. 2006 
DFNB37 1 Ahmed ZM. 2003 
DFNB61 1 Liu XZ. 2003 
DFNB4 1 Baldwin CT. 1995 
DFNB17 0 Greinwald JH. 1998 
DFNB13 0 Mustapha M. 1998 
DFNB44 0 Ansar M. 2004 
DFNB39 1 Wajid M. 2003 
DFNB14 0 Mustapha M. 1998 
DFNB71 0 Chishti MS. 2009 
DFNB31 1 Mustapha M. 2002 
DFNB79 1 Rehman AU. 2010 
DFNB7/11 1 Jain PK. 1995 
DFNB83 0 Shahin H. 2010 
DFN6 (DFNX4) 1 Del Castillo I. 1996 
DFN4 (DFNX3) 0 Lalwani AK. 1994 
DFN3 (DFNX2) 1 De Kok YJ. 1995 
DFN2 (DFNX1) 1 Lui X. 2010 
AUXN (DFNX5) 0 Wang QJ. 2006 
 
 
Tabla 3: Genes y loci AR incluidos en el diseño aCGH, indicando su tamaño y referencias 
bibliográficas. A. Genes AR con un tamaño menor de 100Kb. B. Genes AR con un tamaño 
mayor de 100Kb. C. Loci AR incluidos en los diseños aCGH indicando el número de genes 





DFNA GEN Nº exones total 
Nº exones sin ninguna sonda tecnología Agilent 
Nº exones sin ninguna sonda tecnología Nimblegen 
DFNA2 GJB3  3  0 0 KCNQ4   14 1 0 
DFNA44 CCDC50  12 0 0 
DFNA6 WFS1   8 1 0 
DFNA39 DSPP 5  0 0 
DFNA1 DIAPH1  31 0 0 
DFNA15 POU4F3  2 0 0 
DFNA13 COL11A2 66  0 0 
DFNA22 MYO6 35  1 0 
DFNA10 EYA4  21 0 0 
DFNA5 DFNA5  11 1 0 
DFNA50 MIRN96  1 0 0 
DFNA28 GRHL2 16  0 0 
DFNA51 TJP2  28  1 0 
DFNA36 TMC1 22  2 1 
DFNA11 MYO7A  50 3 0 
DFNA12 TECTA  23 0 0 
DFNA48 MYO1A   28 0 0 
DFNA25 SLC17A8  12 0 0 
DFNA64 DIABLO 8  0 0 
DFNA3 GJB2/GJB6 2/6  1/1 0 
DFNA9 COCH  13  1 0 
DFNA40 CRYM 15  1 0 
DFNA20 ACTG1  6  1 0 
DFNA4 CEACAM16  7 2 0 MYH14  44 11 0 
DFNA17 MYH9  43 10 0 
CONTROL1 EYA1  16 0 0  
Tabla 4: Genes incluidos en el diseño aCGH, número de exones que contienen dichos genes 
según la base de datos UCSC, y número de exones que no han podido ser cubiertos por ninguna 





La tecnología Nimblegen posee un formato de microarray 12x270K que nos permite 
analizar 12 pacientes en el mismo array, y distribuir hasta 270.000 oligos en el diseño 
para cada paciente. Con este formato, dado que el número de sondas reales de las que 
disponemos es mucho mayor, no es necesario dividir los genes por tamaños. En la 
figura 7 se muestra la densidad de sondas en cada una de las regiones de interés, y en la 
tabla 2 se indican los genes y loci incluidos en el diseño, que son los mismos que los 
incluidos en el aCGH-AD de Agilent, con la única variación de que en las coordenadas 
de miR96 se han incluido también las coordenadas de miR182 y miR183, ya que son 
microRNAs candidatos de causar hipoacusia, por su importante relación con miR96 
(Weston MD. 2011). En este caso tan solo pudimos desarrollar el microarray de 






Figura 7: Distribución de sondas en el diseño aCGH  utilizando la plataforma Nimblegen. Los 
genes causantes de hipoacusia no sindrómica autosómica dominante (rojo) poseen sondas 
distribuidas cada 72 pb de distancia media, las megabases que flanquean los genes (azul), 
contienen sondas cada 1000 pb, y el resto de región genómica de los loci incluidos en el diseño 
(negro), tanto si tienen gen descrito como si no, poseen sondas cada 2200 pb de distancia media. 
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1.2 Validación de los diseños aCGH: OTO-CGH-array 
Para validar los diseños de array CGH utilizamos muestras de pacientes del Síndrome 
Branquio-Oto-Renal (BOR) con deleciones en el gen EYA1 ya diagnosticadas 
previamente mediante la técnica MLPA (Tabla 5 y Figura 8). Además, para validar el 
módulo de aCGH-AR de Agilent se utilizaron muestras de pacientes con deleciones en 
el gen GJB6, asociadas a hipoacusia DFNB1. 
 
Paciente Diagnóstico clínico Diagnóstico Genético Resultado aCGH Agilent Resultado aCGH Nimblegen 
B14.1 Síndrome BOR Deleción en heterocigosis del  exón 7 del gen EYA1  
Del ex7 EYA1 Tamaño mínimo de la deleción: 918pb 
Del ex7 EYA1 Tamaño mínimo de la deleción: 1003 pb 
B16.2 Síndrome BOR 
Deleción en heterocigosis del exón 7-10 del gen EYA1  
Del ex6-10 EYA1 Tamaño mínimo de la deleción: 78408pb - 
S1644.2 DFNB1 Deleción en heterocigosis del gen GJB6 
Del GJB6, CRYL1. Tamaño mínimo de la deleción 231100pb - 
S1790.1 DFNB1 Deleción en homocigosis del gen GJB6 
Del GJB6, CRYL1. Tamaño mínimo de la deleción 307430pb -  
Tabla 5: Listado de pacientes con síndrome de BOR y DFNB1 utilizados para validar el OTO-
CGH-array. El paciente B14.1 fue utilizado para validar el módulo AD, mientras que el resto de 
pacientes se utilizaron para validar el módulo AR. (No hay datos de estos pacientes con la 
tecnología Nimblegen debido a que no se pudo desarrollar este módulo por falta de continuidad 
de dicho producto por parte de la casa comercial Nimblegen). 
 
Como podemos observar en la tabla 5, ambas plataformas fueron capaces de detectar las 
deleciones en los pacientes con el Síndrome de BOR, con la única diferencia de la 











Figura 8: Imágenes de deleciones detectadas en los pacientes utilizados para validar la 
herramienta OTO-CGH-array utilizando la tecnología Agilent (Software Genomic Workbench). 
A: Paciente B14.1. Deleción en heterocigosis del exón 7 del gen EYA1. B: Paciente B16.2. 
Deleción en heterocigosis de los exones 6-10 del gen EYA1. C: Paciente S1644.2. Deleción en 
heterocigosis del gen GJB6. D: Paciente S1790.1. Deleción en homocigosis del gen GJB6. E: 
Coordenadas de las sondas que delimitan las regiones deletadas y tamaño mínimo de las 
deleciones calculado como la diferencia de la primera y última sonda con un valor log2[r/v]≠0. 
 
 
Paciente Coordenadas última Sonda con valor log2[r/v]=0 
Coordenadas  primera Sonda con valor log2[r/v]≠0 
Coordenadas última Sonda con valor log2[r/v]≠0 
Coordenadas primera Sonda con valor log2[r/v]=0 
 
Tamaño mínimo de la deleción (pb) 
B14.1 chr8:72210154-72210213 chr8:72210604-72210663 chr8:72211463-72211522 chr8:72211853-72211912 918 
B16.2 chr8:72150271-72150330 chr8:72150577-72150636 chr8:72228926-72228985 chr8:72229209-72229268 78408 
S1644.2 chr13:20802531-20802590 chr13:20802973- 20803032 chr13:21034014-21034073 chr13:21035491-21035550 231100 
S1790.1 chr13:20797073- 20797117 chr13:20797139-20797198 chr13:21104510- 21104569 chr13:21106738-21106797 307430 






1.3 Análisis de pacientes de Hipoacusia Autosómica Dominante con OTO-CGH-array 
(Tecnología Agilent) 
 
Para llevar a cabo este estudio, se estableció como parámetros de detección que las 
alteraciones implicasen a un número mínimo de 3 sondas consecutivas que se desviaran 
en +/-0.35 del cero (indicativo de que el número de copia del material genético en 
estudio es el correcto). Con estas condiciones, se han analizado un total de 23 pacientes 
de hipoacusia autosómica dominante. El número medio de CNVs detectadas en cada 
paciente fue de 30, y tan solo el 8% de las cuales no coinciden con CNVs descritas 
previamente en las bases de datos. Estas CNVs son de significado incierto y 
aparentemente no patogénicas puesto que coiniden con regiones intrónicas de los genes 
y se repiten en varios pacientes sin parentesco. 
Todos los análisis realizados están sirviendo para la creación de una base de datos en la 
que se describen las alteraciones patogénicas y no patogénicas, y su prevalencia en este 












































































Figura 9: Número medio de CNVs encontradas en los pacientes con hipoacusia de herencia 
autosómica dominante distribuidos por loci. El locus DFNA13 se encuentra en el cromosoma 6, 
flanqueando el complejo mayor de histocompatibilidad. Esta región es la más densa en genes, y 
la más polimórfica del genoma humano, lo que explicaría la gran cantidad de CNVs encontradas 
en dicho locus, así como los loci cercanos (DFNA22 y 10). 
Resultados 
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2. Diseño de sistemas de captura dirigida a genes implicados en Sordera: OTO-NGS-PANEL 
Hemos diseñado dos sistemas de captura con objetivos distintos. El sistema de captura 
diseñado con tecnología Nimblegen permite analizar mutaciones intrónicas profundas, 
ya que incluye regiones exónicas e intrónicas; mientras que el diseño utilizando la 
tecnología Agilent incluye las regiones exónicas de los genes seleccionados.  
 
2.1 Tecnología Nimblegen 
2.1.1 Diseño: Captura de regiones génicas 
La tecnología de captura SeqCap EZ Choice Library de Nimblegen nos permite capturar 
regiones génicas, contiguas o no, de un tamaño de entre 100 Kb y 7 Mb. El listado de 
los genes incluidos se indica en la tabla 6. Hemos dividido este sistema de captura en 
dos módulos: El primero incluye los genes de hipoacusia AD y ligados al cromosoma 
X, cuyo tamaño total asciende a 2,14Mb, y el segundo incluye los genes de hipoacusia 
AR con un tamaño total de 5,77Mb. 
Las sondas del panel de Nimblegen utilizadas para la captura de secuencia son sondas 
específicas, de 75pb de longitud media, y solapantes unas con otras, de modo que si hay 
algún error en la hibridación de una sonda a su región diana, las sondas de alrededor son 
capaces de cubrir esa zona. 
Como hemos indicado antes, este sistema utiliza sondas que son específicas para una 
región dada del genoma. El diseño final se obtuvo tras varias revisiones en colaboración 



















DFN GEN Cromosoma  DFN GEN Cromosoma B1 GJB2 13 B31 WHRN 9 B1 GJB6 13 B32 GPSM2 1 B2 MYO7A 11 B35 ESRRB 14 B3 MYO15A 17 B36 ESPN 1 B4 SLC26A4 7 B37 MYO6 6 B6 TMIE 3 B39 HGF 7 B7/B11 TMC1 9 B42 ILDR1 3 B8/B10 TMPRSS3 21 B49 MARVELD2 5 B9 OTOF 2 B53 COL11A2 6 B12 CDH23 10 B59 PJVK 2 B15/B72/B95 GIPC3 19 B61 SLC26A5 7 B16 STRC 15 B63 LRTOMT/COMT2 11 B18 USH1C 11 B66/B67 LHFPL5/TMHS 6 B21 TECTA 11 B73 BSND 1 B22 OTOA 16 B74 MSRB3 12 B23 PCDH15 10 B77 LOXHD1 18 B24 RDX 11 B79 TPRN 9 B25 GRXCR1 4 B84 PTPRQ 12 B28 TRIOBP 22 B91 SERPINB6 6 B29 CLDN14 21 B18 OTOG 11 B30 MYO3A 10 B98 TSPEAR 21  
Tabla 6: Genes incluidos en el diseño de captura de secuencia SeqCap EZ Choice Library de 




DFN GEN Cromosoma  DFN GEN Cromosoma A1 DIAPH1 5 A20 ACTG1 17 A2 KCNQ4 1 A22 MYO6 6 





2.1.2 Validación del diseño utilizando la plataforma de secuenciación SOLiD (Life 
Technologies) 
Para llevar a cabo la validación de este diseño, se secuenciaron 12 muestras utilizando 
un secuenciador SOLiD xl W (se realizaron lecturas en una sola dirección de reads de 
75 pb). Estas muestras tenían mutaciones previamente detectadas por secuenciación 
Sanger, las 6 primeras se utilizaron para validar el diseño de captura de genes AD, y las 
6 últimas para validar el diseño de captura de genes AR (Tabla 7).  
La calidad de las secuencias obtenidas fue elevada en todas las muestras. Se obtuvo una 
profundidad de secuencia media de 150x, el 90% de las lecturas mapean en la región 
capturada, y el 80% de las secuencias capturadas tienen una profundidad mayor de 20x 
(Figura 10). El número medio de variantes obtenidas por muestra es de 5500, y el 
protocolo de trabajo es el indicado en la figura 11. 
Muestra Gen Mutación  %  wt / mut Nº lecturas wt / mut  1 CCDC50  p.Lys476Glu 38/82 64/138 2 TECTA  p.Arg1890Cys 35/65 78/145 3 miR96  hsa-pre-miR96 (+14C>A) 52/48 75/66 4 GJB3 p.Leu116Arg 47/53 89/100 5 POU4F3 p.Ala78Thr 65/35 149/80 
6 TMC1 c.45C>T 58/42 189/137 IVS14+85T>C 63/37 254/149 c.1713C>T 53/47 165/146 7 OTOF  p.Gln829* 94/6 33/2 8 TMC1 p.Asp15Asp 53/47 70/62 
9 GJB2 35delG  p.Arg143Trp 79/21 57/43 71/19 68/58 
10 SLC26A4 p.Glu413Pro p.Leu445Trp 50/50 52/48 43/43 64/60 
11 OTOG  p.Pro2116Leu p.Arg2187* 59/41 77/23 40/28 43/13 12 TECTA p.Cys1517Arg 49/451 34/36  
Tabla 7: Muestras utilizadas para validar las herramientas de captura de secuencia diseñada con 
tecnología Nimblegen y secuenciada en una plataforma SOLiD xl W. Todos los cambios 
esperados fueron detectados. En la tabla se indica el porcentaje de lecturas con la mutación y sin 
ella, y el número de lecturas de cada variante. TECTA (NM_005422), CCDC50 (NM_178335), 
TMC1 (NM_138691), GJB3 (NM_024009), POU4F3 (NM_002700), OTOF (NM_194248), 
















Figura 10: Calidad de los resultados obtenidos de la secuenciación de 12 muestras capturadas 
utilizando la tecnología Nimblegen y secuenciadas en una plataforma SOLiD xl W. A. La 
calidad de las muestras indica que más del 80% de las muestras tienen una cobertura mayor de 
20x, y todas las muestras son muy homogéneas entre si. B. El porcentaje de bases nucleotídicas 
es el mismo a lo largo de toda la secuencia. C. No hay diferencia entre el porcentaje de GC 
esperado y el obtenido en el diseño. D. El contenido de bases nucleotídicas sin identificar (N) es 






































Figura 11: Protocolo de trabajo seguido para secuenciar cada una de las muestras de pacientes 
de hipoacusia AD capturadas con tecnología Nimblegen y secuenciadas en una plataforma 
SoliDxlW, indicando el análisis bioinformático de los resultados de la secuenciación masiva, y 
el filtrado empleado para el estudio de las variantes obtenidas. 
Muestra Genes de hipoacusia capturados con la tecnologia Nimblegen 
Secuenciación masiva: SOLiD xlW (75pb) 
Genes DFNA 
Filtrado de variantes 
MAF < 1% en 1000 genomas 
Sin sentido Inserciones y deleciones 
Región codificante Región no codificante 
Cambio de sentido Procesamiento miRNAs 
Archivos BAM + BAI 
Análisis bioinformático Calidad de secuencia 
Alineamiento de secuencia (BFAST) Archivos BAM 
Indexado 
Búsqueda de variantes (GATK Variant Annotator) Archivos VCF 
Anotación de variantes (SeattleSeq) 
Archivos Txt 
Datos brutos    archivos FastQ 
Priorización de Variantes 
Bibliografía           Fenotipo                  Tipo de herencia 
Secuenciación Sanger               Análisis de segregación 
Confirmación de Variantes 
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2.2 Tecnología Agilent: Haloplex 
2.2.1 Diseño: Captura de regiones exónicas: OTO-NGS-Panel 
La ventaja de utilizar la tecnología Haloplex radica en la rapidez de generar una librería 
con las regiones que queremos secuenciar, proceso que requiere 10 horas en lugar de los 
tres días de trabajo de la generación de librerías con otras tecnologías. Además, nos ha 
permitido mezclar las librerías de hasta 16 pacientes y secuenciarlas en una misma 
carrera en el secuenciador MiSeq. El formato de menor tamaño para diseñar la captura 
de secuencia Haloplex es de 500 Kb, lo que nos ha permitido incluir todos los genes 
causantes de hipoacusia no sindrómica identificados hasta la fecha en una sola captura, 
ya que el tamaño teórico de la región a capturar es de 459,247 Kb. En la tabla 8 se 
indican los genes que se han incluido en este diseño de captura de secuencia. 
 
2.2.2 Validación utilizando la plataforma de secuenciación MiSeq (Illumina) 
La validación de este diseño se llevó a cabo con las mismas muestras que las utilizadas 
en la validación del diseño anterior, alcanzando una sensibilidad del 100% (tabla 9 y 
figura 12). La validación de la captura de muestras recesivas se llevó a cabo por otro 
grupo de trabajo del laboratorio bajo la supervisión del Dr. Ignacio del Castillo, por lo 
que no se incluyen en este trabajo. 
 
Muestra Gen Mutación % wt / mut Nº lecturas wt/mut 1 CCDC50 (DFNA44) p.Lys476Glu 50/50 125/125 2 TECTA (DFNA8/A12) p.Arg1890Cys 70/30 175/75 3 hs-mir96 (DFNA50) hsa-pre-miR-96 (+14C>A) 52/48 126/117 4 GJB3 p.Leu116Arg 87/13 203/30 5 POU4F3 (DNFA15) p.Ala78T 47/53 118/131  
Tabla 9: Muestras de herencia autosómica dominante utilizadas para validar el diseño de captura 
de tecnología Haloplex (Agilent) y secuenciadas en un secuenciador MiSeq. En la tabla se 
indica el porcentaje y número de lecturas detectadas con la variante silvestre y con la mutación. 






Tabla 8: Genes incluidos en el diseño de captura de secuencia utilizando la tecnología Haloplex 
de Agilent. Los genes DSPP y STRC no han sido añadidos debido a que este sistema de captura 
no es capaz de capturar más del 50% de las regiones exónicas de dichos genes. 
DFN GEN   DFN GEN  
A1 DIAPH1   B15 / B72 / B95 GIPC3 
A2 KCNQ4   B18 USH1C 
A2 GJB3   B18B OTOG 
A3 / B1 GJB2   B22 OTOA 
A3 / B1 GJB6   B23 PCDH15 
A4 MYH14   B24 RDX 
A4 CEACAM16  B25 GRXCR1 
A5 DFNA5   B28 TRIOBP 
A6 WFS1   B29 CLDN14 
A9 COCH   B30 MYO3A 
A10 EYA4   B31 DFNB31 
A11 / B2 MYO7A   B32 GPSM2 
A12 / B21 TECTA   B35 ESRRB 
A13 / B53 COL11A2   B36 ESPN 
A15 POU4F3   B39 HGF 
A17 MYH9   B42 ILDR1 
A20 ACTG1   B48 CIB2 
A22 / B37 MYO6   B49 MARVELD2  
A25 SLC17A8  B59 DFNB59 
A28 GRHL2  B61 SLC26A5 
A36 / B7 / B11 TMC1   B63 LRTOMT 
A40 CRYM  B66 / B67 LHFPL5 
A41 P2RX2  B73 BSND 
A44 CCDC50   B74 MSRB3 
A48 MYO1A   B77 LOXHD1 
A50 MIR96   B79 TPRN 
  MIR183  B84 PTPRQ 
  MIR182  B84 OTOGL 
A51 TJP2   B91 SERPINB6 
A64 DIABLO  B93 CABP2 
B3 MYO15A  B98 TSPEAR 
B4 SLC26A4    USH2A 
B6 TMIE  X PRPS1 
B8/B10 TMPRSS3  X POU3F4 
B9 OTOF  X SMPX 




Para cada muestra se han obtenido una media de 2.6 Millones de lecturas, con una 
profundidad media de 200X y una profundidad mínima media en cada una de las 
regiones capturadas de 22X. El 90% de las lecturas mapean en la región capturada, y el 
82% de las secuencias capturadas y que mapean en la región de interés tienen una 
profundidad mayor de 30x. El número medio de cambios obtenidos con la tecnología 
Haloplex es de 1166 cambios por muestra, y el protocolo de trabajo utilizado para 





Figura 12: Calidad de las lecturas 
obtenidas tras la captura de secuencia con 
la tecnología Haloplex, y la secuenciación 
en un MiSeq. A. El tamaño en pares de 
bases de las lecturas obtenidas es 150pb ya 
que el secuenciador utilizado genera 
lecturas de dicho tamaño (2x150). B. 
Contenido medio en GC en las lecturas 
obtenidas. C. Calidad media de cada una 
de las bases según su posición en las 
lecturas generadas. Todas las bases tienen 


































Figura 13: Protocolo de trabajo seguido para secuenciar cada una de las muestras de pacientes 
de hipoacusia de herencia autosómica dominante con tecnología Haloplex (OTO-NGS-Panel), 
indicando el análisis bioinformático de los resultados de la secuenciación masiva, y el filtrado 
empleado para el estudio de las variantes obtenidas. 
Anotación de variantes 
(GATK variant Annotator and Ensembl variant Effect Predictor wANNOVAR) 
 Análisis DNA Nexus  
Calidad de secuencia 
Datos brutos      Archivos FastQ 
Archivos BAM 
Búsqueda de variantes (FreeBayes v9.9.13) 
Alineamiento de secuencia (BWA-MEM0.7.5a) 
Archivos VCF 
Archivos txt 
Muestra ADN Exones de genes de hipoacusia capturados con la tecnología Haloplex: OTO-NGS-Panel  
Secuenciación masiva:   MiSeq (2x150pb) 
Secuenciación Sanger      Análisis de segregación 
Confirmación de variantes 
Filtrado de variantes 
MAF < 1% en 1000 genomas 
Presente en base de datos de mutaciones      No presente en nuestra base de datos                     No presente en Ciberer Exome Server o en una frecuencia menor de 1% 
Priorización de variantes 
Resultados 
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2.3 Comparación de los resultados obtenidos por ambas tecnologías 
La calidad de las lecturas obtenidas en cada una de las dos tecnologías es similar, con 
alrededor del 90% de las lecturas mapeando en las regiones deseadas. Ambos diseños 
tienen una calidad similar a la de diseños comerciales. 
Pero las regiones a capturar son diferentes: la tecnología Nimblegen captura todos los 
genes de hipoacusia conocidos hasta la fecha en un diseño modular: el pimer diseño 
analiza una región de 2.1Mb (incluyendo regiones exónicas e intrónicas de todos los 
genes de hipoacusia dominantes y con herencia ligada al cromosoma X), y el segundo 
diseño analiza una región de 5.7Mb ((incluyendo regiones exónicas e intrónicas de 
todos los genes de hipoacusia recesivos). Por otro lado, la tecnología Haloplex captura 
en un solo tubo 500Kb (incluyendo regiones exónicas de todos los genes de hipoacusia 
conocidos hasta la fecha). Para hacer una comparación entre los resultados obtenidos en 
cada una de las dos tecnologías, solo incluimos aquellos cambios exónicos de los genes 
de hipoacusia AD que se encuentren en los dos diseños, y el resultado es el indicado en 
la tabla 10.  
 
  Nº total cambios  Nº cambios exónicos Muestra Haloplex Haloplex Nimblegen Haloplex Nimblegen Nº cambios comunes % cambios comunes 1 1175 1933 48 42 42 87,5% 2 1137 1811 49 42 41 83,6% 3 1145 1682 39 37 37 94,8% 4 1171 2026 47 45 45 95,7% 5 1161 2084 48 46 46 95,8%  
Tabla 10: Comparación del número total de cambios detectados tras la captura y secuenciación 
de las muestras analizadas por las dos tecnologías (Nimblegen y Haloplex), y de cambios 
exónicos (cambios sin sentido, con cambio de sentido y de alteración del marco de lectura) en 
los genes de herencia autosómica dominante incluidos en los dos diseños. Las dos últimas 
columnas indican los cambios exónicos comunes en ambas tecnologías. En esta tabla puede 
observarse que el número total de cambios es mayor en la tecnología Nimblegen, debido a que 
el diseño con esta tecnología cubre las regiones intrónicas de los genes, mientras que el número 




Así mismo, el número de cambios comunes se corresponde en 4 de las 5 muestras con el 
número de mutaciones encontrado en el diseño de captura de tecnología Nimblegen. En 
la tabla 11 se indica la causa por la cual ciertas mutaciones no se han encontrado en 
alguno de los dos diseños. El 65% de ellas se han perdido por falta de cobertura en el 
diseño de secuenciación de Nimblegen, mientras que no se ha encontrado ninguna 
mutación que no aparezca en Haloplex por falta de cobertura. El resto son errores de 
secuenciación de alguna de las 2 tecnologías. 
 
Muestra Falta cobertura Nimblegen 
Artefacto secuenciación Haloplex 
Artefacto secuenciación Nimblegen Significado incierto TOTAL 1 4 1 0 1 6 2 6 1 1 0 8 3 1 1 0 0 2 4 1 0 0 1 2 5 1 1 0 0 2  
Tabla 11: Estudio de la causa de que algunas mutaciones hayan sido encontradas en la 
secuenciación de una de las dos tecnologías empleadas, pero no en la otra (Nimblegen o 
Haloplex). Las mutaciones clasificadas como artefactuales son las que se han encontrado en 
menos de un 15% de lecturas en una de las dos tecnologías, y ninguna lectura en la otra. Las 
mutaciones clasificadas como de significado incierto son debidas a que este porcentaje es 
superior al 15% de lecturas. La mutación considerada artefactual en la tecnología Haloplex es la 
misma en las 4 muestras de la tabla, y la misma que la mutación de significado incierto en la 
muestra 4 (chr5:140907222G>T que supone una mutación con cambio de sentido el gen 
DIAPH1 (NM_001079812) p.Lys1055Thr). Tras la secuenciación Sanger se observó que esta 
mutación no era real en ninguna de las muestras. 
 
Dados los resultados anteriores, es muy importante tener en cuenta cuáles son las 
regiones que los diseños no cubren de manera satisfactoria, centrándonos 
principalmente en las regiones exónicas, puesto que son las que se utilizarán para el 
diagnóstico de los pacientes, y que deberán ser incluidas en un fichero como regiones 
no estudiadas, y tratar de cubrirlas de un modo más eficiente en futuras mejoras de los 
diseños. En nuestros diseños estas regiones suponen un 2.9% en la captura Nimblegen y 
un 0.28% en la captura Haloplex. 
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3. Transferencia a mercado de los diseños validados: OTO-NGS-panel y OTO-
CGH-array 
Los diseños generados son trasladables a la práctica clínica. Por ello, estos resultados 
son objeto de firma de un contrato de explotación comercial. Tras estudiar el mercado y 
las posibles opciones se ha firmado un contrato de explotación comercial para los 
diseños OTO-CGH-array (diseño modular con tecnología Agilent) y OTO-NGS 
PANEL (kit de captura con tecnología Haloplex) con la empresa Genycell Biotech. Este 
contrato otorga a dicha empresa una licencia de comercialización y explotación del 
know-how y base de datos asociada con caracter de exclusividad y una duración de 3 
años. 
 
4. Estudio genético de 110 pacientes con hipoacusia AD mediante OTO-NGS-Panel 
Se han analizado un total de 110 muestras de hipoacusia de herencia autosómica 
dominante con la tecnología Haloplex. En la figura 14 se representa el número de 
cambios medio obtenido en cada paciente por gen y tipo de mutación.  
Un reto en el proceso de confirmación de variantes ha sido determinar qué variantes 
eran patogénicas y cuáles benignas. Nuestro método de filtrado se basó en que las 
variantes estuvieran presentes en menos del 1% de la población de estudio. En nuestro 
proceso de filtrado pasábamos de una media de 1200 variantes por muestra a 4 
candidatas contrastando los resultados con las bases de datos 1000 genomas y 6500 
exomas. Pero para llegar al resultado final ha sido básica la utilización de la base de 
datos de población española Ciberer Exome Server, generada por el CiberER y que 
actualmente cuenta con datos de 404 individuos españoles. 
El número medio de mutaciones candidatas encontradas en los pacientes estudiados 
siguiendo el protocolo de la figura 13 es de 1.6 mutaciones. En la tabla 12 se indican las 
mutaciones patogénicas encontradas en todas las muestras analizadas, y en las figuras 
15 y 16 los árboles y audiometrías de las familias diagnosticadas respectivamente. La 
figura 17 representa el porcentaje de prevalencia encontrado de cada uno de los genes 








Figura 14: Número medio de cambios obtenidos en cada uno de los genes incluidos en el diseño de captura OTO-NGS-Panel, indicando el tipo de cambio. 
Este diseño captura regiones exónicas, y solamente 25 pb de la zona intrónica que rodea cada uno de los exones capturados. A pesar de ello, el 63% de los 
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Muestra Gen Mutación Cambio proteico Referencia SIFT Polyphen 
 AD4  EYA4 c.781delA p.Thr261Argfs*34 - - - 
AD5  TECTA c.569C>T p.Thr190Met - 0 1 
AD6  MYO6 c.3280+2T>C - - - - 
AD8 COL11A2 c.962C>T p.Ala321Val - 0.2 0.997 
AD12 MYH14 c.359C>T p.Ser120Leu Yang T. 2005 0 1 
AD13 MYO6 c.1136T>A p.Leu379Gln - 0.01 1 
AD15 TECTA c.5668C>T p.Arg1890Cys Platinga RF. 2006 
Hildebrand MS. 2011 
0 1 
AD16 TECTA c.3283C>T p.Arg1095Cys - 0.05 1 
AD17 TECTA c.5509T>G p.Cys1837Gly Moreno-Pelayo MA. 2001 0 0.999 
AD23 POU4F3 c.752G>A p.Trp251* - - - 
AD24 TECTA c.5668C>T p.Arg1890Cys Hildebrand MS. 2011 0 1 
AD25 TECTA c.4549T>C p.Cys1517Arg Hildebrand MS. 2011 0.02 1 
AD30 POU4F3 c.578G>C p.Arg193Pro - 0 1 
AD31 MYO6 c.3610C>T p.Arg1204Trp Oonk AM 2013 0 1 
AD32 POU4F3 c.704_705del p.Ser237Alafs*65 - - - 
AD33 EYA4 c.1078C>A p.Pro360Thr - 0.09 0.965 
AD34 TECTA c.5509T>G p.Cys1837Gly Moreno-Pelayo MA. 2001 0 0.999 
AD35 TECTA c.5597C>T p.Thr1866Met Sagong B. 2010 0 1 
AD36 WFS1 c.2108G>A p.Arg703His Sun Y, 2011 0.16 1 
AD38 MYO7A c.2763_2765del p.Lys923del - - - 
AD42 MYO6 c.826C>T p.Arg276* - - - 
AD43 KCNQ4 c.626T>G p.Leu209Arg - 0 1 
AD46 MYO6 c.2545C>T p.Arg849* Sanggaard KM, 2008 - - 
AD47 MYO6 c.3610C>T p.Arg1204Trp Oonk AM 2013 0 1 
AD51 MYO6 c.2508-1G<A - - -  
AD55 P2RX2 c.1057G>A p.Gly353Arg Faletra F. 2014 0 1 
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Muestra Gen Mutación Cambio proteico Referencia SIFT Polyphen 
AD56 TECTA c.5509T>G p.Cys1837Gly Moreno-Pelayo MA. 2001 0 0.999 













AD67 DFNA5 c.1270_1273del p.Ser424Metfs*12 - - - 
AD69 MYO6 c.157G>A p.Glu53Lys - 0.13 0.405 













AD92 DIAPH1 c.692T>C p.Ile231Thr - 0 0.998 
AD94 KCNQ4 c.857A>G p.Tyr286Cys - 0 1 
AD96 TECTA c.4391G>T p.Cys1464Phe - 0 1 
AD102 DFNA5 c.1270_1273del p.Ser424Metfs*12 - - - 
AD104 DFNA5 c.991-2A>G - Chai Y. 2014 - - 
AD105 WFS1 c.2108G>A p.Arg703His Sun Y, 2011 0.16 1 
AD107 TJP2 c.46A>G p.Lys16Glu - 0.01 0.675 
AD109 TECTA c.4549T>C p.Cys1517Arg Hildebrand MS. 2011 0.02 1 
AD110 MYH14 c.181-195del p.Leu62-Glu66del - - - 
AD111 MYO6 c.466G>T p.Gly156Cys - 0 1 













AD116 TECTA c.4994G>A p.Cys1665Tyr - 0.37 0.999 
AD121 MYO7A c.3763del p.Lys1255Argfs*8 - - - 
AD123 POU4F3 c.720C>A p.Asn240Lys - 0 1 
 
Tabla 12: Mutaciones patogénicas encontradas en las muestras analizadas por OTO-NGS-Panel. 
En cada caso se indica el gen, la mutación encontrada y el cambio proteico que genera, así como 
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la referencia bibliográfica (si existe) en la que fue descrita por primera vez, y los valores 
obtenidos en los predictores de patogenicidad SIFT y Polyphen. Todas las mutaciones han sido 
confirmadas por segregación en la familia cuando ha sido posible. CCDC50 (NM_178335), 
CEACAM16 (NM_001039213), COL11A2 (NM_080681), DFNA5 (NM_001127453), 
DIAPH1(NM_005219), EYA4 (NM_004100), KCNQ4 (NM_004700), MYO6 (NM_004999), 
MYO7A (NM_001127180), MYH14 (NM_024729), POU4F3 (NM_002700), P2RX2 
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Figura 15. Árboles genealógicos de las familias diagnosticadas utilizando OTO-NGS-Panel con 
mutaciones en el gen: A: TECTA. B: MYO6. C: POU4F3. D: WFS1. E: KCNQ4/WFS1. F: 
KCNQ4. G: MYH14. H: EYA4. I: EYA4/MYO7A. J: MYO7A. K: COL11A2. L: P2RX2. M: 
CCDC50/P2RX2. N: DFNA5. O: DIAPH1 P: TJP2. Q: CEACAM16. El individuo analizado por 
secuenciación masiva mediante OTO-NGS-Panel está marcado con una fecha y los parientes 
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Figura 16: Perfiles audiométricos de las familias diagnosticadas mediante secuenciación masiva 
utilizando OTO-NGS-Panel. 
Se ha encontrado la mutación patogénica en el 44% de las muestras analizadas mediante 
el OTO-NGS-Panel. Los genes causantes de hipoacusia más prevalentes en población 
española son TECTA, que representa el 11%, MYO6, que representa el 8% y POU4F3 
que representa el 5%. Todas las variantes obtenidas de la secuenciación masiva están 
siendo incluidas en una base de datos protegida por una licencia de explotación 
comercial con el fin de facilitar el análisis de nuevas muestras españolas de hipoacusia 
no sindrómica. 
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Figura 17: Gráfico con el porcentaje de las mutaciones encontradas por gen descrito. Todas estas variantes segregaban con la hipoacusia en la familia y no 
estaban presentes en las bases de datos: proyecto 1000 genomas, 6500 exomas (Exome Sequencing Project) ni 404 Spanish Exome Server (CIBERER). 
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5. Estudio del gen asociado a la hipoacusia subtipo DFNA49 mediante aCGH y NGS  
DFNA49 es un subtipo de hipoacusia en el que el gen asociado no ha sido 
identificado aún. Este subtipo de hipoacusia fue descrito en trabajos previos del 





Figura 18: (A) Árbol genealógico y haplotipo de la familia española en la que DFNA49 fue 
descrito. Los símbolos en negrita reflejan individuos afectados. Los haplotipos son 
representados mediante barras, y las barras en negrita son asociadas a la hipoacusia. Los 






Elegimos 3 individuos afectados de la familia (III:3, III:11, III:12) para llevar a cabo 
una secuenciación a exoma completo. Se hizo un filtrado de las variantes obtenidas, 
analizando con mayor interés los cambios que se encontraban dentro del intervalo 
crítico; pero no se obtuvo ningún cambio nucleotídico causante de la hipoacusia en el 
intervalo en estudio. 
Posteriormente, se llevó a cabo el diseño de un array CGH dirigido al análisis del 
intervalo crítico del DFNA49 para analizar si la causa genética era una variación 
patogénica en el número de copia de los pacientes (Fig.19). Se analizaron 8 individuos 
de la familia, 7 afectados y uno sano, con el objetivo de encontrar CNVs que afectaran a 
las pacientes pero que no se encontraran en el individuo sano. Se identificaron varias 













































Figura 19: Resultados del aCGH diseñado (12x135K: tecnología Nimblegen) cubriendo las 
regiones del intervalo ampliado del DFNA49. Dentro de la región DFNA49 no se encontraron 
cambios en número de copia que coincidieran en todos los pacientes afectados, y que no 
estuvieran presentes en los individuos control. Se detectó una duplicación (A) y una deleción 





















B) HIPOACUSIA SINDRÓMICA 
6. Estudio genético de 14 familias españolas con Síndrome de Stickler 
Hemos analizado un total de 14 familias españolas con al menos un individuo 
con signos clínicos característicos del Síndrome de Stickler. Se ha estudiado por 
secuenciación Sanger el gen COL2A1, causante del síndrome de Stickler tipo 1, que 
afecta al 60% de los pacientes; y el gen COL9A1, primer gen publicado causante de 
Stickler recesivo. De las 14 familias analizadas, hemos encontrado la mutación causante 
de su enfermedad en el 50% de ellas. Seis de las familias poseen mutaciones  
patogénicas en el gen COL2A1, y la última familia representa el primer caso de Stickler 
recesivo español con una mutación en el gen COL9A1. 
Tres de las mutaciones patogénicas encontradas en el gen COL2A1 son 
mutaciones que afectan a los sitios consenso de procesamiento del ARN mensajero. La 
mutación c.430-1G>A (Hoornaert KP. 2010) encontrada en la familia SS39 afecta al 
procesamiento del exón 7, la mutación c.1941+2T>C encontrada en la familia SS54 
afecta al procesamiento del exón 29, y la mutación c.871-2A>C encontrada en la familia 
SS60 afecta al procesamiento del exón 14. Estas dos últimas mutaciones no habían sido 
descritas con anterioridad, ni estaban presentes en las bases de datos (1000 genomas, 
6500 exomas, 404 Exomas españoles). Su patogenicidad fue evaluada analizando su 
presencia en 90 controles españoles sanos.  
La familia SS39 esta formada por tres individuos, dos de ellos afectados por el 
síndrome de Stickler (figura 20A). El individuo II:1 era una mujer de 26 años con 
malformaciones faciales, problemas oculares y esqueléticos. La madre de este individuo 
(I:2) presentaba un mayor número de signos clínicos oculares y menor número de 
signos esqueléticos. Ninguna de las dos presenta hipoacusia (tabla 13). La mutación 
encontrada en esta familia afecta al sitio aceptor de splicing del exón 7: c.430-1G>A 
(Hoornaert KP. 2010). El análisis de la secuencia de cADN de uno de los pacientes 
mostró que se utilizaba un sitio aceptor críptico situado una base aguas abajo del sitio 
consenso, generando una proteína aberrante con una mutación de cambio de fase que 
sustituye los 54 aminoácidos siguientes y genera una terminación prematura 
(p.Gly144Valfs*54) (Fig 20A). 
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La familia SS54 tiene un individuo afectado por el syndrome de Stickler, con 
rasgos oculares, orofaciales y esqueléticos (fig 20B y tabla 13). La mutación encontrada 
en el gen COL2A1 afecta al sitio donador de splicing del exón 29: c.1941+2T>C. El 
análisis in sílico de esta mutación predijo que generaba el procesamiento alternativo del 
exón 29 utilizando un sitio donador crítico de splicing situado 4 bases aguas abajo, 
resultando en la terminación prematura de la proteína (p.Gly648Alafs*6); o producir la 
eliminación de dicho exón, lo que de igual modo generaría una proteína aberrante. 
La familia SS60 es una familia de tres individuos, dos de ellos afectados por el 
síndrome de Stickler con signos oculares, orofaciales y esqueléticos (figura 20C y tabla 
13). La mutación encontrada en los individuos afectados c.871-2A>C modifica el sitio 
aceptor de splicing del exón 14, lo que puede resultar en la eliminación de dicho exón o 
en el uso de un sitio críptico aceptor de splicing situado 8 bases aguas abajo 
(p.Gly291Alafs*14) según el predictor bioinformático NNSPLICE0.9. 
El resto de las familias diagnosticadas tienen cambios puntuales en la secuencia 
codificante de la proteína. El Síndrome de Stickler de la familia SS42 se debe a la 
duplicación de una citosina en el exón 7 de COL2A1, c.509dupC (Richards AJ. 2010), 
el de la familia SS61 es debido a un cambio de nucleótido en el exón 10 de COL2A1, 
c.683G>A, y el afectado de la familia SS63 presenta una deleción de un nucleótido en el 
exón 22 del gen COL2A1, c.1381del. Todos estos cambios son mutaciones que aparecen 
de novo en los individuos afectados. 
La familia SS42 es una familia de 4 individuos, pero solo uno diagnosticado 
como Stickler, con rasgos oculares, auditivos, orofaciales y esqueléticos (tabla 13). La 
secuenciación del gen COL2A1 demostró que la mutación causante de este síndrome en 
el sujeto II:1 era la duplicación de una citosina, que había surgido de novo en dicho 
paciente, junto a un homopolímero compuesto de 6 citosinas c.509dupC en el exón 7 
(figura 20D) (Richards AJ. 2010). Esta repetición producía una terminación prematura 
de la proteína (p.Gly171Trpfs*18). La presencia de un polimorfismo tipo SNP 
(rs3737548) situada una base 5’ delante de la duplicación permitió determinar que la 
mutación se había producido en la cadena de origen paterno del paciente. 
El individuo afectado de la familia SS61 llegó al laboratorio diagnosticado como 
posible paciente de Stickler, pero sin clínica descrita. La mutación encontrada en este 
paciente c.683G>A, provocaba un cambio de aminoácido a nivel de la proteína 
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p.Gly228Val, cambio que no había sido descrito con anterioridad y con valor polyphen 
0.99 y valor sift 0. Este cambio no estaba presente en los padres del paciente, ni en 84 
controles españoles, ni en la base de datos Ciberer Exome Server. 
El individuo afectado de la familia SS63 presentaba todos los rasgos típicos de 
un paciente de Stickler, con problemas oculares, hipoacusia que afecta a las frecuencias 
altas, había sido intervenido por problemas orofaciales, y presentaba hiperlaxitud 
articular. La deleción de una guanina encontrada en el exón 22 del gen COL2A1 resulta 
en un cambio de aminoácido, y la ruptura de la fase de lectura, lo que genera una 
proteína truncada p.Ala461Leufs*167. Esta mutación no estaba presente en el resto de 
los individuos sanos de la familia ni en las bases de datos. En este caso, dada la elevada 
homocigosidad de la región en los individuos de la familia, no ha sido posible 
determinar si la deleción de novo ha surgido en el alelo de origen materno o paterno.  
La última familia (S722) diagnosticada genéticamente con síndrome de Stickler 
estaba formada por 5 individuos, dos de ellos hermanos y con signos oculares, auditivos 
y esqueléticos característicos de este síndrome (figura 21 y tabla 13). Al ser hijos de 
padres sanos, estudiamos el gen COL9A1 que recientemente había sido publicado como 
causante de Stickler recesivo, y encontramos la mutación c.2074dup presente en 
homocigosis en los afectados, y en heterocigosis en el resto de individuos. Esta 
duplicación se había producido junto a un homopolímero de 6 guaninas, y produce una 
proteína truncada p.Glu692Glyfs*15. Este cambio no estaba presente en 75 controles 






















Figura 20: Arboles genealógicos de las familias del síndrome  de Stickler diagnosticadas 
genéticamente con mutaciones en el gen COL2A1 (NM_ 001844), mostrando la segregación de 
los haplotipos (Ai-Fi). Los electroferogramas representan las secuencias con la mutación 
encontrada en los individuos afectados, y las secuencias de los individuos sanos (Aii-Fii). Aiii: 
Gráfico indicando los cebadores utilizados para amplificar el cDNA del paciente, y secuencias  
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I:1 I:2226 208102 114wt mut202 208? ?
D12S345D12S85COL2A1c.1941+2T>CD12S368D12S83
II:1228 226112 102wt wt202 202106 100
D12S345D12S85COL2A1c.1941+2T>CD12S368D12S83
II:2212 226114 102wt wt210 202106 100
II:3228 208112 114wt mut202 208106 106
III:1212 228118 112wt wt206 202108 106
D12S345D12S85COL2A1c.1941+2T>CD12S368D12S83
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II:1
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Figura 21: Árbol genealógico de la familia con afectados del síndrome de Stickler tipo 4 por 
tener una mutación en homocigosis en el gen COL9A1 (NM_001851), mostrando la segregación 
de los haplotipos. Los electroferogramas representan las secuencias con la mutación encontrada 














191 193wt mut151 159280 270
D6S1619COL9A1 c.2074dupGD6S455D6S1681
I:2
191 193wt mut151 159272 270
II:1
191 193wt mut151 159280 270
D6S1619COL9A1 c.2074dupGD6S455D6S1681
II:2
193 193mut mut159 159270 270
II:3





Tabla 13: Manifestaciones clínicas de pacientes con el Síndrome de Stickler.  
Familia Individuo (edad) Síntomas oculares Manifestaciones auditivas Características orofaciales Características esqueléticas 
SS39 
I:2 (51) 
Miopía grave  
ND (No Determinado) 
Cara plana   
Cataratas  Puente nasal ancho Coxartria secundaria 
Desprendimiento de retina (ojo derecho) Hipoplasia malar 4º Metatarso corto 
Astigmatismo  Incorrecta oclusión dental Hipotonia 
Buftalmia Retrognatia   
Glaucoma     
II:1 (26) 
Miopía grave 
ND (No Determinado) 
Cara plana Braquidactilia 
Desprendimiento de retina Puente nasal ancho Epifisiolisis de cabezas femorales 
Cataratas (ojo izquierdo) Hipoplasia malar Hernias de Schmörl  
Astigmatismo Incorrecta oclusión dental Hiperlaxitud ligamentosa 
  Retrognatia Metatarso corto 
SS42 II:1 (21) 
Desprendimiento de retina (ojo izquierdo) FA (Frecuencias Altas) Paladar hendido  Engrosamiento cortical en fémur, cúbito y radio 
Cataratas bilaterales Otitis frecuente Micrognatia Aplastamiento de la epifisis 
Miopía grave     Hiperlaxitud articular 
SS54 
  Miopía grave   Paladar hendido  Hiperlaxitud articular 
II:3 (34) Desprendimiento de retina No Micrognatia   
    Incorrecta oclusión dental   
    Puente nasal ancho   
      Filtrum largo   
SS60 
II:1 (8) Degeneración periférica de ambos ojos 
ND (No Determinado) Retrognatia Hiperlaxitud articular 
      Fisura palatina   
I:2 (41) Miopía No Fisura palatina Hiperlaxitud articular 
SS61 II:1(42) No Si No 
Escoliosis Genu Valgo Pectus Carinatum Esclerosis interapofisaria Artrosis prematura Reducida movilidad cervical Falanges cortas Osteofitos pequeños HLA B27 positivo 
SS63 
 Miopía FA (Frecuencias Altas) Micrognatia Hiperlaxitud articular 
II:1(9)    Faringoplastia   
    Fisura palatina   
S722 
II:2 (26) Miopía 
FA (Progresiva) 
  Displasia de Smith Neurosensorial 
Otitis crónica 
II:3 (16) Desprendimiento de retina (ojo derecho) FA (Progresiva)   Escoliosis 
    Neurosensorial     
II:1 (no afectado) Astigmatismo       
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7. Estudio genético de 50 pacientes propósito españoles con Síndrome de BOR 
 
En este estudio se incluyeron 50 individuos independientes con síntomas 
característicos del síndrome de BOR, de los cuales 6 son casos familiares y el resto son 
casos esporádicos. De todos ellos, 20 fueron diagnosticados genéticamente. Sus signos 
clínicos están resumidos en la tabla 14, y los árboles genealógicos de las familias con 
más de un individuo afectado con el Síndrome de BOR se encuentran en la figura 22. 
Trece de estos pacientes cumplen los criterios descritos por Chang EH. et al (2004). 
Tras la secuenciación del gen EYA1 se diagnosticaron catorce pacientes (figura 23 y 
tabla 15). Seis de estas mutaciones eran mutaciones que truncan la proteína: tres 
pacientes portaban la mutación p.Arg361*, que había sido descrita previamente en un 
paciente español (Olavarrieta L. 2008), un paciente portaba la mutación p.Arg308* 
(Abdelhak S, 1997), otro paciente portaba el cambio p.Trp327* y uno más poseía la 
mutación p.Arg294* (Richards S, 2000). Estas mutaciones se sitúan en los exones 8, 9 y 
10 del gen EYA1. 
Cinco de los pacientes presentaban pequeñas deleciones: c.1411del (exón 13), 
c.1096_1097del (exón 10), c.1350_1351del (exón 12) y dos pacientes portaban la 
mutación c.1100dup (exón 10). Dos mutaciones afectan al sitio donador de splicing del 
exón 6 c.639+1G>T (Orten DJ, 2008), y del exón 15 c.1698+1del; y una última 
mutación sin sentido c.1748T<C (p.Leu583Pro) se encuentra en el exón 16 (Richard S, 
2000). La mayoría de estas mutaciones se sitúan en el dominio eya1HR (eya 
homologous region), un dominio muy conservado del gen EYA1, y no se encuentran 
descritas en las bases de datos (1000genomas, 6500exomas y Ciberer Exome Server). 
Los pacientes sin mutaciones patogénicas encontradas en el gen EYA1, fueron 
secuenciados para el gen SIX1, con resultados negativos en todos los casos. 
También se analizó la presencia de deleciones en el gen EYA1 mediante la técnica 
MLPA. Cuatro pacientes presentaron la deleción completa del gen EYA1, y dos 
pacientes portaban deleciones parciales. El paciente B14 tenía una deleción de 1013 
pares de bases que incluía al exón 7, y el paciente B16 portaba una deleción de 78 kb 
que afectaba a los exones del 6 al 10. Los puntos de corte fueron delimitados en los 
casos que fue posible (figura 24, tabla 16) diseñando cebadores en las regiones sin 
deleción delimitadas por las sondas del array CGH más cercanas a la deleción. Estas 
muestras fueron empleadas como controles positivos para verificar la sensibilidad de los 
arrays CGH diseñados en nuestro laboratorio cubriendo todos los genes y loci de 
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sordera conocidos hasta la fecha (punto 1 de los resultados de esta tesis). Las deleciones 
parciales fueron correctamente detectadas. El análisis mediante aCGH de las deleciones 
de todo el gen EYA1 demostraron que la deleción no incluía solo a este gen, sino 
también a otros 7 genes situados en su extremo 5’: XKR9, LACTB2, TRAM1, NCOA2, 
PRDM14, SLCO5A1 y SULF1. Es posible que esta deleción tenga los mismos puntos de 
corte en todos los pacientes, debido a que las sondas que lo delimitan en el array son las 
mismas. Basándonos en las posiciones cromosómicas de estas sondas, estimamos que la 
deleción tiene un tamaño de entre 2.6 Mb y 2.76Mb, y observamos que estaba rodeada 
por una región de 6 kb de elementos repetitivos tipo LTR/ERV1.  Estos elementos 
repetitivos pueden ser los causantes del reordenamiento cromosómico que origina esta 

















Figura 22: Árboles genealógicos de las familias con más de un individuo afectado con el Síndrome de BOR.  
I:1 I:2





















Famillia Origen Problemas Fositas Sordera Problemas Malformaciones Malformaciones Malformaciones Asimetría Malformación Familiares EYA1
(Paciente) branquiales preauriculares  renales  oido externo  oido medio  oido interno facial  del paladar  BOR  (NM000503.5)
B1 (II:2) Cuba X X X X X c.1081C>T p.Arg361*
B1 (II:3) Cuba X X X
B1 (III:2) Cuba X X X X X c.1081C>T p.Arg361*
B1.7 (IV:1) Cuba X X X X X c.1081C>T p.Arg361*
B3 (I:1) España X X X X c.1411del p.Ile471Leufs*4
B3 (II:1) España X                                                                           X X X c.1411del p.Ile471Leufs*4
B3 (II:2) España X X c.1411del p.Ile471Leufs*4
B4 España X X ? Deleción EYA1 
B5 (I:1) España X X X X X X c.922C>T p.Arg308*
B5 (II:1) España X X X X X X c.922C>T p.Arg308*
B8 España X X X Deleción EYA1
B9 Francia X X X X Deleción EYA1
B12 España X X X c.1081C>T p.Arg361*
B14(I:1) España X X X Deleción ex7 EYA1
B14 (II:2) España X X Deleción ex7 EYA1
B14(II:3) España X X X X Deleción ex7 EYA1
B15 España X X X X c.1081C>T p.Arg361*
B16 España X X X X ? Deleción ex6-10 EYA1
B17 España X X X c.1096_1097del p.Ile366Phefs*11
B18 España X X ? X ? c.1100dup p.Phe367Phefs*10
B28 Portugal X X c.980G>A p.Trp327*
B36 España X X X c.845del p.Ser282Thrfs*184
B37 (I:1) Túnez X X X c.1698+1del
B37(II:1) Túnez X X X c.1698+1del
B37(II:2) Túnez X X X c.1698+1del
B38 Túnez X X ? c.1350_1351del p.Asn450Lysfs*10
B40 España X X X X ? Deleción EYA1
B43 Túnez ? ? ? ? c.1748T>C p.Leu583Pro
B47 (I:2) España X X X X c.880C>T p.Arg294*
B47 (II:1) España X X X X c.880C>T p.Arg294*
B48 España X X X ? X c.639+1G>T
Criterios mayores Criterios menores
 
 






























Figura 23: Electroferogramas con las mutaciones encontradas en el gen EYA1 tras la 
secuenciación Sanger de los pacientes de BOR, y la secuencia silvestre. 
c.1081C>T       p.Arg361* wt
Arg
stop
LeuGly Met ArgLeuGly Met
c.980G>A      p.Trp327* wt
Trp
stop
Ile AspPhe Leu TrpIle AspPhe Leu
c.1698+1del wt
LysLysLysLys








c.922C>T     p.Arg308* wt
Arg
stop
GlyArg Arg ArgGlyArg Arg
c.1100dup; p.Phe367Phefs*10 wt
Phe AsnIle LeuPhe AsnIle Leu
Phe Gln Leu
c.1350_1351del; p.Asn450Lysfs*10 wt
Asn Asn ValLysAsn Asn ValLys
Lys Cys Trp
c.845del ; p.Ser282Thrfs*84 wt
Ser Pro SerHisIleSer Pro SerHisIle
AspAsn
























Familia EYA1 (NM000503.5) Tipo de mutación Exón Referencia B48 c.639+1G>T Procesamiento ex 6 Orten DJ, 2008 B36 c.845del  p.Ser282Thrfs*84 Afecta fase de lectura ex 8 Este trabajo B47 c.880C>T p.Arg294* Sin sentido ex 8 Richard S, 2000 B5 c.922C>T p.Arg308* Sin sentido ex 8 Abdelhak S, 1997 B28 c.980G>A p.Trp327* Sin sentido ex 9 Este trabajo B1, B12, B15 c.1081C>T p.Arg361* Sin sentido ex 10 Olavarieta L, 2008 B17 c.1096_1097del p.Ile366Phefs*11 Afecta fase de lectura ex 10 Este trabajo B18 c.1100dup p.Phe367Phefs*10 Afecta fase de lectura ex 10 Este trabajo 
B38 c.1350_1351del p.Asn450Lysfs*10 Afecta fase de lectura ex 12 Este trabajo B3 c.1411del p.Ile471Leufs*4 Afecta fase de lectura ex 13 Este trabajo B37 c.1698+1del Procesamiento ex 15 Este trabajo B43 c.1748T>C p.Leu583Pro Cambio de sentido ex 16 Richard S, 2000      B4 - Deleción Todos Song ME. 2013 B8 - Deleción Todos Song ME. 2013 B9 - Deleción Todos Song ME. 2013 B14 - Deleción Ex7 Este trabajo B16 - Deleción Ex6-10 Este trabajo B40 - Deleción Todos Song ME. 2013  
Tabla 15: Mutaciones patogénicas encontradas en el gen EYA1, indicando las familias en las que 


































Figura 24: Deleciones detectadas por aCGH en EYA1. A. Deleción del exón 7 en el paciente B14.1. Gel 
de agarosa en el que se indica la diferencia de tamaños del paciente con respecto a un individuo control, y 
electroferograma indicando el punto en el que se ha producido la deleción. B. Deleción de los exones 6-
10 en el paciente B16.2. C. Deleción completa del gen EYA1 y otros 7 genes contiguos en los pacientes 
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Tabla 16: Coordenadas de las sondas que delimitan las deleciones detectadas por aCGH en pacientes del Síndrome de BOR, indicando el tamaño mínimo de la deleción y  los 
genes que incluyen.
Paciente Coordenadas última Sonda con valor 
log2[r/v]=0 
Coordenadas  primera Sonda con valor 
log2[r/v]≠0 
Coordenadas última Sonda con valor 
log2[r/v]≠0 
Coordenadas primera Sonda  con valor 
log2[r/v]=0 
Tamaño mínimo de la deleción (pb) 
Genes deletados 
B4.2 chr8:69836784-69836843 chr8:69955127-69955186 chr8:72586827-72586886 chr8:72593068-72593127 2.631.759 
XKR9, LACTB2, TRAM1, NCOA2, PRDM14, SLCO5A1, SULF1, EYA1 
B8.1 chr8:69836784-69836843 chr8:69955127-69955186 chr8:72586827-72586886 chr8:72593068-72593127 2.631.759 
XKR9, LACTB2, TRAM1, NCOA2, PRDM14, SLCO5A1, SULF1, EYA1 
B40.1 chr8:69836784-69836843 chr8:69955127-69955186 chr8:72586827-72586886 chr8:72593068-72593127 2.631.759 
XKR9, LACTB2, TRAM1, NCOA2, PRDM14, SLCO5A1, SULF1, EYA1 
B14.1 chr8:72210154-72210213 chr8:72210604-72210663 chr8:72211463-72211522 chr8:72211853-72211912 918 Ex7 EYA1 















La hipoacusia es una enfermedad muy heterogénea genéticamente. Hasta el 
momento se han descrito 94 genes con un número de exones que puede variar entre 2 y 
más de 60. Esto hace que el estudio genético-molecular de esta patología mediante las 
técnicas clásicas (secuenciación Sanger entre otras) haya sido ineficiente, hasta la 
aparición de las técnicas de última generación como son la NGS y los microarrays. La 
secuenciación masiva, junto con los sistemas de enriquecimiento de secuencia, ha 
permitido aumentar notablemente el rendimiento en el diagnóstico genético de los 
pacientes con hipoacusia autosómica dominante. El abordaje tradicional consistía en 
una aproximación por gen ya descrito, seleccionando los genes que se analizaban por 
secuenciación Sanger según el fenotipo observado de los pacientes (Morín M. 2009), a 
ser capaces de secuenciar todos los genes implicados en hipoacusia hereditaria no 
sindrómica en un único evento de secuenciación masiva.  
Gracias al diseño desarrollado y validado en este trabajo (OTO-NGS-Panel), hemos 
sido capaces de obtener una tasa de diagnóstico del 44% en los pacientes analizados con 
hipoacusia autosómica dominante en población española. Realizar comparaciones de 
nuestros resultados con otros estudios es complicado, puesto que hay pocos estudios de 
secuenciación masiva en los que se presente la tasa de diagnóstico obtenida según el 
tipo de herencia genética de la hipoacusia. El análisis de 100 pacientes con la 
plataforma OtoSCOPE® (sistema que captura las regiones exónicas de 66 genes 
causantes de hipoacusia utilizando tecnología SureSelect y plataforma de secuenciación 
Illumina), obtuvo una tasa de diagnóstico del 42% (Shearer AE. 2013). Pero tan solo 29 
de estos pacientes presentaban hipoacusia AD, y la tasa de diagnóstico obtenida en este 
subgrupo poblacional fue del 31%. Brownstein y colaboradores desarrollaron un 
sistema de captura de secuencia de tecnología SureSelect (Agilent) incluyendo un total 
de 246 genes causantes de hipoacusia descritos tanto en humano como en ratón, que 
fueron secuenciados en una plataforma Illumina (Illumina Genome Analyzer IIx); 
obteniendo una tasa de diagnóstico del 100% de las muestras de hipoacusia AD 
(Brownstein Z. 2011). Es importante mencionar que en este caso la cohorte de pacientes 
era muy reducida (tan solo 2 de los 11 pacientes analizados presentan hipoacusia AD), 
por lo que este resultado es poco significativo. Utilizando el mismo sistema de captura 
que incluía 112 genes (76 genes de hipoacusia y 36 genes detectados por análisis de 
microarrays con alta expresión en oído interno de humano), y la misma plataforma de 
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secuenciación (GA IIx), Miyagawa y colaboradores obtuvieron una tasa de diagnóstico 
del 43,3% de las 30 muestras con hipoacusia AD analizadas (Miyagawa M. 2013). En 
otro sistema de captura desarrollado con tecnología Ion AmpliSeq v1.2 (Life 
Technologies) se incluyeron 96 genes de hipoacusia en humanos. Tres familias con 
hipoacusia AD fueron analizadas, y tan solo una fue diagnosticada (tasa de diagnóstico 
del 33%) (Vozzi D. 2014).  Hasta ahora, todos los estudios encontrados presentan un 
menor número de pacientes con hipoacusia AD analizados, y porcentajes de diagnóstico 
muy variables según el volumen muestral. Un estudio reciente utilizando la misma 
plataforma OtoSCOPE® analizó 1119 pacientes, de los cuales 141 presentan hipoacusia 
AD (Sloan-Heggen CM. 2016). En este subgrupo poblacional la tasa de diagnóstico 
obtenida fue del 44,6%. Los resultados de este estudio son comparables a nuestros 
resultados obtenidos, tanto en volumen muestral como en porcentaje de diagnóstico 
obtenido. 
La prevalencia de los genes involucrados en la hipoacusia depende de la 
población incluida en el estudio. Este es el primer trabajo de epidemiología genética en 
pacientes españoles con hipoacusia AD utilizando herramientas de secuenciación 
masiva. Los genes con mayor prevalencia encontrados en nuestro grupo muestral son 
TECTA (11%), MYO6 (8%) y POU4F3 (5%). En el estudio de Sloan-Heggen (Sloan-
Heggen CM. 2016) los pacientes no pertenecían a una región geográfica concreta, y los 
genes con mayor prevalencia encontrados fueron TECTA (23,8%) y KCNQ4 (9,5%). En 
ambos estudios es el gen TECTA el que tiene mayor prevalencia en pacientes de 
hipoacusia AD. En nuestro estudio, el 11% de las familias analizadas mediante OTO-
NGS-Panel (12 pacientes de 110 analizados) presentan una mutación en el gen TECTA 
que segrega con la enfermedad (fig 17). En un estudio previo realizado empleando 
análisis mediante dHPLC, se establece que la prevalencia de este gen en pacientes 
españoles de hipoacusia autosómica dominante es del 4,5% (17 familias con hipoacusia 
AD y mutaciones en el gen TECTA sobre 374 familias totales analizadas) (Hildebrand 
MS. 2011). En otro estudio realizado con la plataforma de secuenciación masiva 
OtoSCOPE® se obtiene un resultado del 6,9% (2 familias con hipoacusia AD y 
mutaciones en el gen TECTA sobre 29 familias de hipoacusia AD totales analizadas) 
(Shearer AE. 2013). Todos los estudios ratifican la prevalencia del gen TECTA en la 
hipoacusia AD, aunque los datos varían según las poblaciones analizadas. 
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El gen TECTA codifica para la proteína a-tectorina, la cual constituye la mayor 
proteína no colagenosa de la membrana tectória, y posee tres dominios estructurales: el 
dominio entectina (ENT), el dominio zona adhesina (ZA), y el dominio zona pelúcida 
(ZP). Las mutaciones que hemos encontrado están repartidas a lo largo de los tres 
dominios de la proteína. La nueva mutación p.Thr190Met encontrada en la familia AD5 
afecta al dominio Entactina y, al igual que las mutaciones descritas en dicho dominio,  
afecta a las frecuencias medias. La mutación p.Arg1095Cys (AD16) se encuentra en el 
dominio ZA, en la zona que conecta los dominios vWFD2 y D3, y muestra afectación 
en frecuencias altas. La mutación p.Cys1464Phe (AD96) se encuentra en el dominio 
ZA, en la zona que conecta TIL3 y WFD4, y genera una hipoacusia que afecta a 
frecuencias altas; y la mutación p.Cys1665Tyr (AD116) se encuentra en el dominio ZA 
(vWFD4) pero no tenemos audiometría del probando. El resto de mutaciones ya estaban 
descritas en la bibliografía: dos familias con la mutación p.Cys1517Arg (AD25 y 
AD109) (Hildebrand MS. 2011) afectando al dominio ZA (vWFD4) que afecta a las 
frecuencias altas, y el resto de mutaciones se encuentran dentro del dominio ZP, que es 
el que contiene mayor porcentaje de mutaciones conocidas: 3 familias con la mutación 
p.Cys1837Gly (AD17, AD34, AD56) (Moreno-Pelayo MA. 2001), dos familias con la 
mutación p.Arg1890Cys (AD15 y AD24) (Platinga RF. 2006), y una familia con la 
mutación p.Thr1866Met (AD35) (Sagong B. 2010).  
Dada la prevalencia que tiene el gen TECTA en pacientes de hipoacusia AD, es 
importante hacer mención a aquellas mutaciones encontradas en este gen que no 
segregan con la enfermedad en la familia, por lo que no se consideran causantes de su 
enfermedad: p.Tyr1946His (AD38), p.Asp1151Asn (AD46) y p.Thr261Ala (AD92). 
Estos pacientes han sido diagnosticados con mutaciones en otros genes (Tabla 12). Se 
ha analizado la posibilidad de que estas mutaciones TECTA “acompañantes” 
modifiquen el fenotipo de los individuos que las poseen, pero en ninguno de los casos 
se han observado diferencias entre unos pacientes y otros.  
MYO6 es el segundo gen más representado en nuestra población de estudio, con 
un total de 9 familias con hipoacusia AD diagnosticadas (8%). Clásicamente no se 
analizaba rutinariamente en la práctica clínica, ya que es un gen grande, con más de 30 
exones. No obstante, Brownstein et al demostraron la importancia de los genes que 
codifican proteínas de la familia de las miosinas en pacientes con hipoacusia 
(Brownstein Z. 2014). En un estudio de epidemiología genética en pacientes japoneses, 
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se diagnosticaron dos pacientes de hipoacusia AD con mutaciones en este gen sobre un 
total de 30 pacientes con hipoacusia AD analizados (6,6%) (Miyagawa M. 2013). 
Sloan-Heggen describe 4 casos de pacientes con hipoacusia AD con mutaciones en 
MYO6 sobre un total de 63, lo que supone un 6,3% (Sloan-Heggen CM. 2016). MYO6 
codifica la proteína miosina VI, la cual es una actina motora responsable del transporte 
intracelular de proteínas, vesículas y orgánulos (Hasson T. 2003). Las mutaciones 
encontradas se distribuyen a lo largo de todo el gen, seis de ellas no habían sido 
publicadas con anterioridad, y todas se asocian a familias con un fenotipo de hipoacusia 
progresiva, que afecta a las frecuencias medias y altas mayoritariamente, y una edad de 
manifestación tardía.  
Hemos encontrado mutaciones en el gen POU4F3 en cinco familias (5% de la 
población en estudio). Las cinco mutaciones son nuevas: p.Trp251* (AD23), 
p.Arg193Pro (AD30), p.Ser237Alafs*65 (AD32), p.Ser224Arg (AD72) y p.Asn240Lys 
(AD123). Las características fenotípicas concuerdan con lo descrito previamente, al 
presentar hipoacusia AD afectando inicialmente a las frecuencias medias y progresando 
a las altas con el tiempo (Kim HJ. 2013).  
En los pacientes españoles de hipoacusia AD analizados con OTO-NGS-Panel 
también se han encontrado mutaciones, aunque en menor proporción, en los siguientes 
genes: MYO7A (3%), DFNA5 (3%), EYA4 (2%), KCNQ4 (2%), WFS1 (2%) y MYH14 
(2%). 
Se han encontrado mutaciones en el gen MYO7A en tres de las familias analizadas: 
AD38 (c.2763_2765del), AD60 (pVal1319Ile) y AD121 (c.3763del). Ninguna de las 3 
mutaciones había sido descrita anteriormente. La mayoría de las mutaciones en este gen 
están relacionadas con hipoacusia de herencia recesiva (DFNB2) o con el Síndrome de 
Usher tipo B, y una pequeña proporción de ellas resulta en hipoacusia de herencia 
dominante (DFNA11) (Liu XZ. 1997, Liu XZ 1997, Weil D. 1995). El mecanismo que 
regula uno u otro tipo de herencia aún se desconoce, aunque se propone la hipótesis de 
que las mutaciones de herencia recesiva resultan en procesos de degradación de ARN 
mensajeros con codones de terminación prematuros (Nonsense Mediated Decay), 
mientras que las mutaciones que resultan en fenotipos de herencia dominante exhiben 
un mecanismo de patogénesis de dominancia negativa (Sang Q. 2013). La hipoacusia de 
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estos pacientes afecta a todas las frecuencias, y con la edad empeora sobre todo en las 
frecuencias altas.  
Las familias con mutaciones encontradas en el gen DFNA5 fueron: AD104, con el 
cambio en el sitio aceptor de procesamiento del intrón 7 (c.991-2A>G) ya publicado 
anteriormente (Chai Y.2014), y dos familias (AD67 y AD102) con un cambio nuevo 
c.1270_1273del que afecta al exón 10 del gen. Esta es la primera vez que se publica un 
cambio patogénico en este gen que no se encuentra en el exón 8 (de Beeck KO. 2012, 
Chai Y. 2014). Probablemente no se hayan encontrado mutaciones en otros exones de 
este gen debido a que los diferentes estudios se centran únicamente en la secuenciación 
del exón 8 y los sitios intrónicos adyacentes, pues son las zonas descritas con 
mutaciones causantes de sordera DFNA5. Este estudio revela la necesidad de realizar un 
estudio genético del gen completo y pone en relieve la eficacia de la secuenciación 
masiva en esta labor. 
Se han encontrado dos familias con mutaciones nuevas en el gen EYA4: AD4 con la 
mutación p.Thr261Argfs*34 y AD33 con el cambio p.Pro360Thr. Los afectados de 
estas familias presentan una hipoacusia con afectación de las frecuencias medias y altas. 
La mayoría de las mutaciones decritas en el gen EYA4 causantes de hipoacusia son 
mutaciones que causan la terminación prematura de la proteína. La mutación 
p.Pro360Thr es la quinta mutación con cambio de sentido descrita en este gen como 
causante de hipoacusia (Tan M. 2014, Sun Y. 2015, Chang MY. 2014, Liu F. 2015).  
Las mutaciones encontradas en KCNQ4 fueron: p.Leu209Arg (AD43) y  p.Tyr286Cys 
(AD94), ninguna de las cuales había sido descrita con anterioridad. Las audiometrías de 
ambas familias muestran una hipoacusia que afecta principalmente a frecuencias medias 
y altas.  
Dos familias (AD36 y AD105) fueron diagnosticadas con en el mismo cambio ya 
descrito en el gen WFS1: p.Arg703His (Sun Y. 2011). Ambas familias poseen afectados 
con hipoacusia progresiva que afectan a las frecuencias graves y medias principalmente, 
que son las características típicas de hipoacusia debidas a mutaciones en este gen (Cryns 
K. 2002).  
Las mutaciones encontradas en el gen MYH14 son: p.Ser120Leu (AD12) (Yang T. 
2005), y una deleción no descrita de 14 nucleótidos (c.181-195del) en el probando de la 
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familia AD110. La segregación de esta deleción no ha podido ser confirmada en la 
familia al carecer de ADN para secuenciarlo. 
En varias familias se han encontrado mutaciones en dos genes probablemente 
patogénicas: los afectados de la familia AD65 portan mutaciones en CCDC50 
(c.1356_1386del), esta es la segunda publicada hasta el momento en este gen, ambas 
por nuestro grupo de investigación, y afecta al exón 11. La publicada originalmente 
consistía en una duplicación en tándem de 8 nucleótidos (Modamio-Hoybjor S. 2007). 
Además de esta mutación, en esta familia cosegrega junto con la enfermedad una nueva 
mutación en P2RX2 p.Arg39Gln. Los afectados de la familia AD73 presentan con 
mutaciones en KCNQ4 (p.Trp276Gly) y WFS1 (p.Lys800Glu); y el individuo afectado 
de la familia AD115 porta mutaciones en EYA4 (p.Glu54*) y MYO7A (p.Arg686His). 
Ninguna de estas mutaciones ha sido descrita con anterioridad, por lo que es necesario 
ampliar el estudio a otros miembros de las familias.  
En la era preNGS diríamos que uno u otro gen es el responsable de la hipoacusia de los 
pacientes. Ahora, con las técnicas de secuenciación masiva se complica el consejo 
genético, puesto que, como hemos visto, a veces pueden aparecer varias mutaciones 
problablemente patogénicas en un mismo individuo y resulta difícil discernir cuál de las 
dos, o si ambas son las causantes del fenotipo.  
Mediante la aplicación de la secuenciación masiva también hemos identificado 
varias mutaciones descritas como patogénicas en la literatura que no segregaban en 
nuestras familias, poniendo en duda su patogenicidad. Este es el caso de la mutación 
p.Gly376Cys en MYH14 (Donaudy F. 2004), que fue encontrada en dos probandos de 
familias independientes y que en ningún caso segregaba con la enfermedad en las 
familias (AD48 y AD58). Otro ejemplo lo encontramos en la familia AD35, cuyos 
afectados, además de poseer la mutación patogénica en TECTA p.Thr1866Met (Sagong 
B. 2010), portaban la mutación p.Lys193Gln en WFS1 (Cryns K. 2002). Esta mutación 
está presente en 2 individuos sanos de la base de datos de población española Ciberer 
Exome Server, por lo que puede ser considerada como un polimorfismo. Un último 
ejemplo lo encontramos en la familia AD22, cuyo probando posee el cambio p.Arg93* 
en el gen MYO1A (NM_005379) (Donaudy F. 2003) mutación que no estaba presente 
en ningún otro afectado de la familia. En el artículo de Donaudy la mutación estaba 
presente en el probando y su madre, de la cual no había datos fenotípicos. 
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Recientemente se ha publicado un estudio empleando secuenciación masiva cuyos 
resultados descartaban a MYO1A como gen causante de hipoacusia (Eisenberger T. 
2014).  
A pesar del sustancial incremento de casos diagnosticados mediante la aplicación de 
OTO-NGS-Panel, el 56% de los pacientes incluidos en el estudio no han podido ser 
diagnosticados. Esto puede deberse a genes desconocidos que tengan una importante 
implicación en esta patología, o a cambios que la secuenciación masiva no pueda 
detectar, como las grandes delecciones, duplicaciones o inversiones. Del mismo modo, 
desde que fue generado nuestro panel, nuevos genes han sido publicados como 
causantes de hipoacusia, por lo que es necesario hacer un continuo desarrollo de esta 
tecnología para conseguir mejorar ese porcentaje de diagnóstico. 
Como herramienta complementaria, la técnica del array CGH permite analizar la 
presencia de deleciones o inserciones de varios genes en el mismo ensayo. Entre 
nuestros pacientes de hipoacusia no sindrómica no hemos detectado ninguna CNV 
patogénica, pero es conveniente continuar analizando muestras, puesto que varios 
artículos demuestran que estas variaciones pueden provocar hipoacusia (Hoppman N. 
2013, Freitas EL. 2014), aunque previsiblemente con baja prevalencia. 
HIPOACUSIA SINDRÓMICA 
En nuestro objetivo de caracterizar mejor algunos tipos de hipoacusia 
sindrómica hemos analizado por secuenciación Sanger 14 pacientes del Síndrome de 
Stickler. De ellos, el 43% fueron diagnosticados con mutaciones en el gen COL2A1. 
Cinco de las mutaciones encontradas generan la aparición de codones de terminación 
prematuros, producidas por pequeñas deleciones o inserciones, o por variaciones que 
afectan al procesamiento del ARN. Estas últimas mutaciones provocan el uso de sitios 
crípticos de procesamiento, alterando la fase de lectura del ARN mensajero, como 
hemos demostrado con la mutación c.430-1G>A  de la familia SS39. El mecanismo de 
patogénesis aceptado para este síndrome es un efecto de haploinsuficiencia producido 
por una degradación de ARNm (Richards AJ. 2006). Los rasgos clínicos de los 
pacientes de Stickler tipo 1 son muy diversos, y con penetrancia incompleta, lo que 
sugiere que existe un efecto de dosis. Entre nuestros pacientes, el 86 % presenta miopía, 
el 57 % presentan desprendimiento de retina, y el 30% presenta hipoacusia que afecta a 
las frecuencias altas, datos similares a los publicados hasta ahora (Hoornaert KP. 2010, 
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Acke FR. 2012). Hay gran variabilidad fenotípica intrafamiliar. Esta variabilidad 
fenotípica es más evidente en los rasgos esqueléticos, de modo que los diferentes 
individuos solo comparten el fenotipo de hiperlaxitud articular. Los rasgos faciales son 
también característicos de los pacientes de Stickler, el 86 % presenta malformaciones en 
la mandíbula, el 28 % presenta fisura palatina, y el 43 % presenta paladar hendido. En 
estos datos no hemos incluido la clínica de la familia SS61, que presentaba una 
mutación con cambio de sentido en el gen COL2A1. Analizando los rasgos clínicos de 
este paciente observamos que son los que más difieren del resto de los pacientes de 
Stickler. Es un paciente sin rasgos oculares y con numerosas afectaciones esqueléticas. 
La mutación encontrada y los rasgos clínicos indican que es posible que este paciente no 
deba ser diagnosticada clínicamente con el síndrome de Stickler, sino con una alteración 
más compleja a nivel esquelético como la displasia otoespondilomegaepifisial 
(OSMED: OMIM215150), displasia espondiloepimetaepifisial (SMED: OMIM184250) 
o displasia espodiloperiferal (OMIM271700).  
La familia S722 representa el cuarto ejemplo de síndrome de Stickler tipo 4 a 
nivel mundial de herencia AR asociada a COL9A1. Hay dos familias marroquís con la 
mutación p.Arg295* (Van Camp G. 2006, Nikopoulos K. 2011), y una familia turca con 
la mutación p.Arg507* (Nikopoulos K. 2011). Esta familia española es el primer 
ejemplo de Stickler tipo 4 con una mutación que afecta al marco de lectura de la 
proteína (c.2074dup). Todos estos pacientes presentan la mutación en homocigosis, y 
comparten la hipoacusia neurosensorial de afectación en frecuencias altas. Los 
problemas oculares son importantes en todos los pacientes, aunque variados, y tan solo 
el 50% de ellos presenta malformaciones faciales. Un rasgo que poseen los pacientes de 
Stickler recesivo tipo 4 publicados anteriormente, pero que no comparte nuestra familia, 
es la baja estatura de los individuos afectados, fenotipo no típicamente presente en 
pacientes de Stickler, pero que sí ha sido considerada como una característica del 
Stickler recesivo (Baker S. 2011). El resto de las características esqueléticas son más 
numerosas y variadas en los pacientes de Stickler recesivo tipo 4 que las presentes en 
los casos de Stickler tipo 1. Algunos de los familiares sanos portadores de las 
mutaciones en heterocigosis presentan características fenotípicas aisladas, como miopía, 
cara plana, baja estatura, o problemas en la columna (Van Camp G. 2006, Nikopoulos 
K. 2011). En nuestra familia española tan solo un hermano del paciente probando 
refería astigmatismo, un problema ocular muy presente en la población española. 
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 Para estudiar pacientes con características clínicas del Síndrome de BOR hemos 
secuenciado los genes EYA1 y SIX1, y hemos analizado posibles deleciones del gen 
EYA1 mediante MLPA. En total hemos sido capaces de diagnosticar genéticamente el 
40 % de los 50 pacientes del síndrome de BOR analizados, todos con cambios en el gen 
EYA1. Este porcentaje es similar al encontrado en otros estudios (Abdelhak S. 1997). 
De nuestros pacientes, el 70 % poseen mutaciones puntuales o pequeñas deleciones que 
afectan a la región EYA-HR, muy conservada entre especies, y donde se encuentran la 
mayoría de las mutaciones publicadas hasta el momento (Vervoort VS. 2002). 
Inicialmente se hablaba de haploinsuficiencia como mecanismo molecular causante de 
esta patología (Zhang Y. 2004), pero se han  publicado artículos que hablan de un 
posible efecto dominante negativo de los mutantes que llegan a transcribirse (Stockley 
TL. 2009). La combinación de ambos mecanismos podría justificar la enorme 
variabilidad de fenotipo en los pacientes. En nuestro caso, la mayoría de las mutaciones 
que hemos encontrado generan una terminación prematura de la proteína. Dos 
mutaciones afectan a sitios donadores de procesamiento en el exón 15 (familia B37) y 
en el exón 6 (familia B48). Un predictor bioinformático de los sitios de procesamiento 
(Reese MG. 1997: http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) indica que el último 
nucleótido del exón 15 de la cadena mutada sería utilizado como sitio donador 
alternativo, lo que generaría una proteína más larga de lo normal (p.Lys566Asnfs*72) 
en los afectados de la familia B37. En el exón 6, tras la desaparición del sitio donador 
de procesamiento, se utilizaría como sitio donador un sitio alternativo situado 147pb 
aguas arriba, lo que generaría una proteína aberrante con terminación prematura 
p.Gln213Glnfs*3 en los afectados de la familia B48. La última mutación encontrada 
resulta en un cambio de aminoácido (p.Leu583Pro) en la familia B43, que según 
estudios previos desestabiliza la estructura de la proteína, lo que afecta a las interaciones 
entre EYA1 y otras proteínas, como la familia de proteínas Six, cuya función es facilitar 
el transporte de EYA1 al núcleo (Patrick AN. 2013). Con lo cual, esta variante no sería 
transportada al núcleo. Además, esta interacción protegería a las proteínas EYA1 de ser 
ubiquitinadas y degradadas por la maquinaria proteasómica, por lo que en este caso 
actuaría el mecanismo de haploinsuficiencia en la enfermedad (Musharraf A. 2014). 
Según Musharraf y colaboradores, las mutaciones que desembocan en un efecto 
dominante negativo generan un fenotipo más severo de la enfermedad.  
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El análisis de pacientes del síndrome de BOR mediante la herramienta de array aCGH 
permitió el descubrimiento de deleciones que incluían hasta 7 genes contiguos al gen 
EYA1 (XKR9, LACTB2, TRAM1, NCOA2, PRDM14, SLCO5A1, SULF1). No se han 
encontrado diferencias entre el fenotipo de estos pacientes, ni los publicados por Brophy 
y colaboradores (Brophy PD, 2013) y aquellos que tan solo tienen deleciones afectando 
solo al gen EYA1. De entre todos estos genes, en la bibliografía se describen 4 familias 
con deleciones en los genes SLCO5A1 y SULF1. Estas familias han sido diagnosticadas 
con el síndrome de Mesomelia-Sinostosis (MSS) (Isidor B. 2010), una 
osteocondrodisplasia sindrómica caracterizada por numerosas alteraciones óseas, 
craneofaciales, y en algunos casos polidactilia, problemas cardíacos, hidronefrosis, 
miopía e hipoacusia. Alguno de los síntomas esporádicos se solapan con los síntomas 
del síndrome de BOR, pero ninguno de nuestros pacientes tiene alteraciones óseas. En 
otro estudio (Sanchez –Valle A. 2010) se presenta un paciente con el síndrome de BOR 
y la misma deleción que nuestros pacientes. En este estudio también se incluyen otros 
dos pacientes que poseen deleciones mayores que la nuestra, incluyendo 1 y 22 genes 
contiguos más respectivamente. Los tres pacientes presentan síntomas característicos 
del síndrome de BOR, junto con baja estatura, y un leve retraso del desarrollo, más 
agudizado en el último paciente. Rickard S. y colaboradores describen un paciente con 
una deleción entre los marcadores D8S1797 y el gen EYA1 (deleción solapante con las 
deleciones detectadas en los pacientes estudiados en este trabajo, además de otros 12 
genes colindantes) y caracterizado clínicamente con el síndrome otofaciocervical 
(OFC), un síndrome con síntomas típicos de BOR (sordera, fístula branquial, 
deformidad facial) además de hipoplasia de la musculatura cervical, retraso mental y 
estatura baja (Rickard S. 2001). Todos estos datos demuestran el avance del 
conocimiento en este tipo de síndromes gracias al uso de herramientas de nueva 
tecnología. A pesar de ello, la dificultad de correlacionar el fenotipo con el genotipo de 
pacientes con este tipo de deleciones es aún elevada. 
No hemos  sido capaces de determinar el gen y la causa genética de la 
hipoacusia familiar DFNA49. Puede que esto sea debido a que las técnicas utilizadas no 
sean capaces de detectarla.  Existen evidencias de que la causa genética de la hipoacusia 
tipo  DFNA49 y la hipoacusia DFNY están causadas por el mismo o los mismos genes 
(Wang Q. 2013). En este artículo se muestra el resultado de un reordenamiento génico 
complejo (FoSTeS) entre estos dos loci. Como resultado de dicho reordenamiento, una 
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duplicación de una región de alrededor de 900kb del locus DFNA49 se encuentra en una 
región repetitiva dentro del locus DFNY. Esta estructura es imposible detectarla por 
OTO-NGS-Panel, secuenciación del exoma completo o array CGH; por lo que debemos 














1.- Hemos desarrollado, validado y transferido al mercado una herramienta de 
diagnóstico basada en tecnología de captura Haloplex y plataforma de secuenciación 
masiva Illumina (OTO-NGS-Panel) que ha permitido diagnosticar el 44% de los casos 
familiares de hipoacusia de herencia autosómica dominante analizados en población 
española. Estos resultados demuestran que el uso de esta tecnología aporta un abordaje 
coste-efectivo para el diagnóstico de enfermedades con alta heterogeneidad genética. Su 
aplicación en la práctica clínica ha permitido determinar que los genes más prevalentes 
de HNSHAD en población española son TECTA (11%), MYO6 (8%) y POU4F3 (5%). 
2.- Hemos diseñado, validado y transferido al mercado una herramienta diagnóstica 
basada en la tecnología de array CGH (OTO-CGH-array) que sirve como herramienta 
complementaria para el diagnóstico de pacientes de HNSHAD.  
3.- El estudio genético de 50 pacientes con Síndrome de BOR resultó en una tasa de 
diagnóstico del 40%. Todas las mutaciones se han encontrado en el gen EYA1. La 
utilización del OTO-CGH-array en la colección de familias con Síndrome de BOR ha 
permitido concretar con mayor precisión que la técnica MLPA las deleciones en 
heterocigosis en EYA1 detectadas en 3 pacientes, lo que ha permitido identificar la 
pérdida de EYA1 y otros 7 genes adyacentes.  
4.- El 43% de un total de 14 pacientes con Síndrome de Stickler analizados poseen 
mutaciones en el gen COL2A1. Además, hemos identificado la primera mutación en 
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Síndrome de Stickler 
COL2A1 
Exon Oligonucleótido directo (secuencia 5'-->3') Oligonucleótido reverso (secuencia 5'-->3') Tamaño (pb)
1 CGC GGT TTG GGC GAG TT GCC GGG GAG AAG GAT GCT 3812 AGG TGG CCC CAG CCT ACA CAT CTA TGG GAG CGT GTT TGC 4123_7 AGC TGC CGC CTT CCT TGA T TGG GAG CCA GCC AGG TAA GT 1041
3_7 solo para secuenciar AGGCTCCTGGCCTTGCTGT8 CCC AAA ATT ACT TTC CAG GCA TC GGC TAG CTG AAT GGG AGG TTA CA 3929_10 AAA CAT GGC TGC TGT CCA GGA GCA GCT GCG GTC CTA GTG GT 51911 GCA CCT TTG CTC TGA CCT TCC CTG GGT GCC TCC CTG TCA CT 28312 GGT GCC CCC ACT ATG CTA CTG ATA TAG GGG CTA CTG GCG TTT CA 23813_14 GGA GGC TGG GCA GTT GTT ATT AGC CAA GGC TGT TCT GAG GAG 56815 AGA GCT CAG GGC ATT GTC CC GGG AGC TCT TTG CAG CCA TC 26116 GGG CCT GCA GGT AGA AAT GG GTG CAG ACT CAG CCT GGG AAG 29817 GGC ACA GTG TGT CCT TCG TTT T TCA GAG TGC TGC TGT GGT TGC 252
18 AAG GCC TTT TAG CCA CAA TGG A AAG GGA GCA GGT GGT TGT TGA G 28819 TGG CAT GTG GAG GCT CAC TG GGG CCA GAA TGA AGG TTT GG 47820_22 CCA GGT CCC TGG ATC TGG ATC ATG GCA GGG CAG AGG GAA GT 81123 CTG CCA TGG CTC GTC CTT TAT GCC TGC AGG ATT CTC AGA GGT T 51524_26 TGA GCT CCT TCC CAG GAA GC TCA GGC CTC CCT AAC CCA AA 70327 CCC ATG GGT GTG ATG TGG TC GCC ATG GAT TTT CCC CAA AT 42028 AAA TCC ATG GCC CCA CAG AG ATG GAA GCC TTC CCC AGC TC 50629 GGG CCC TTT GGG TGT CTA CAC AGT AGG GCC CAG GGG AGG TC 60630_31 GGC ATG CAT GCA CTG TCT GAG CTC ATG CCC TCT TGC CCT TG 57632_33 GTG AGG CCT GGG AAT GTC CTG CTC CTG AGC CCG CTC CTC TT 52634 CCT GGT TAC CCA GGC TCC AT GAT GAA GGA ACA GGG GAA AGG A 37535 AAT TCC TCT TGG GCA GGG ACT ACT GCC CAG CCC TCT CTC CT 25236 AAT GGG GCC AGA GGG TAA GTG TTG GCC GAG GGT GAC AGT G 29737 GGG GGC CCT CTC AGA AGT GA GTG ACG TGC CTT CCC CCT TC 48538 GCT CTT GGA GGG GAG CAG AAG GCG GGA AAG GAG AGG AGA GG 24539 GGG TTT TAG CCT GCC CCT CA CCC TAC ACC CCA CCC ACA CA 32640 TCC TGT GGC AGA GGG GAC AG CAG TGC ACC CAG CCC ACA G 40341 AAC CGG AGG CAG GGA AAC AG CAT GCC TGC CTG TGC CTC TC 29642_44 GCC TGG ATG AGG AAG GGT GAG GGG CCC TGA CTG GGA CTT GT 900
42_44 solo para secuenciar GGGCCACTGTCAGTTCTCATCTC CCCAGCCTCTTCTGTCCTCTCA45_47 GAG GCC TGG GCT TCT GAG AG CCA CCC AAG CTG AGG AAT CC 76248_49 CAG CTT GGG TGG GAC AGG AG TTC CCC AGA AGC AGC AGC AT 57350 CCA GCC TTC CCT GTG GTG AC AAG AGG CCC TGA GCA AAA AAG A 24251 CAT GGA GGG GCA CTT TCA CAC GCC CTG TAC TAG GGG GCA TCT C 43652 CAG GCC TGG GTC TCT CAA GCT GCC CAA CAG AAA ACT GGA GGA A 37953 CCC CAG TAC CCT TGA GGT CCT T TGA GCC AGG GGA ATG GAG AAG 55654 AGC TGG AAC TGG GTA GCA AGG TCA AGT TTT GGT TTC TGG TCC TG 880
F3:4 para cDNA GAAAGGAGAACCTGGAGACATCAAR3: 8 para cDNA TGGTCCTTGCATTACTCCCAACTF5: 5-6 para cDNA CCTGGGCCTCAGGGACCT  






Síndrome de Stickler 
COL9A1 
Exón Oligonucleótido directo (secuencia 5'-->3') Oligonucleótido reverso (secuencia 5'-->3') Tamaño (pb)
1 CTT TGC TTT TAG CCC TCA C TGC AAA AAT ACA GAC CCT TG 2492 TTA CTA GGT TTG AAA ATA TGG AAG TGT T CCA AAG CTG GAT TGA AGA GTG A 2843_4 TTT AAG TTA GAG TGG ATG AAG TAG AAT GA TAT CCA TTT TTA ATG CAT TTG AGT CA 4513_4 solo para secuenciar TGATCTGATCTCTCAGTTCCAGGTA AAGCATGCATTTTCAATAGGGTACA5 AAT ACA TAT GGG TAC AGG AAA CAA GAT G CAG CTG ATT ATC AAA GAT GCT TGA GA 5416 AGC TTC CAA CCC ATT TCC ATT A TCC ATA AGC TAC CAA AGG GAC AA 530
7 GCC CCG GTA AGT ATT TGT CC GAT AGG ACT CGC GGC AGG TG 4938 CGG CCT CCT CTG GAA GGT AA CAG GAG CCC TGG GAA AAG AAT 2639_10 ACC TCC ACG TTT GAC CCT TAC A CTT TTG CAA AAG CTG CCA GTT 52911 TGC AGT TAG CAG GAA GTT AGG AGT AT TTT ATG GCT GCA TAG TAT TCC ACA T  46411’ CCA GCA GGC TTT CTC CAG TTT AC  AGG TTT TCG AGT GCT TTC TTT CAT T 32212 CCT GCA CAT GTA CCC CTG AAC TTA TAC CAG ATG TCA TCA ACT TAT TTC TCA 37612 solo para secuenciar TGCTTTCAATATTTATGCAGTTTTCA13 AGC CGT GTT TGC TTT TCT TTA TTC GCC ACC TAA GAT CTT GCA GGT AGA 31314 GTC ATT GGA AAC CAA AGC TAA TAC A TTG CTT TCC CAA ATA ACA TCT TCT A 24215 ATC GAT TTT GGT GGC AGG TCT AT TGG AAA TTT GGG ACA ATG ACT CA 30616 TGC CCA TGA GTC AGG ATT TTA GA ACA GAC TGC TCT GCC ATT TGA GT 33417 GGA GTT CTG TAA CTG GAA TCC CTT A AAC CTC CAT GTC TTG GTA GGA ATA C 35318 TTA AGG CAT TAA TTT TCT TTG TGA CA TGA TGC ATC TGC TTA GAA CTT ATC AA 34819 AAG TAG AAT AAT TCA GGA GTC ACC AAG T GTA ATG CTA TTC ATC CAA CTG CTA AA 28120 CCA TTG TCT AGA TCA GCT TTT GTG A CTG AGA CAG GAG AAT CGC TTG AA 35121 TAA TTA CTC CTC AGG GAT CAC TGT GT AAG GCG TCC TAA TAA CCA AAG AAA 47822_23 TTG GTG ACG TGG ATG ATA CTT TCT A AAT GAT CAC TGA AAA ATG TGC TTG AT 37524 TGC AAT GAA ACT TTA GAA AAT AAT GAA CAA AAT GCA CAG TCT CTC TCA ACT T 38725 AAA ATT GCC CTG TTG ATG AAA GTA A CAT CAT ATC TTC CCC AGA ACT TAT CA 39626 CAT GCC CTC TAA ACT GTG GGT AAT GTT TTA TAC TGG CAA AGG ATG ACA TT 48127_28 CTG CAC ATT CCC AGA TTC TCA GT GAC TAG CAT GGG CTC AAA CAT CA 45229 TGT AGG ATG GCC TAT GCC TTT AG TTG AAA TTT CCC CTT TAC ATT GTT CT 330
30 CAC GTT TAT TTT AGA CAC AAG TCA ACA AAT TGA GGG CTA AGT AGA AAG TGT GAT 434
31 GAA CGT CCT CTC CCA TCA CAT T AAC TCA ACA CCA GGT TTC ACT CAC T 31132 CTA GAT TGG AAA GCC GCT GAG A CTG CAA TCT TGG GAG ACT TTT GTT A 39633 CTG GGA GGC TAC ATA GCT TAC AGA G GAG GTT GCA GTG AGC CAA GAT T 42534 CTT TAT GCT TAG CCC TGG TTT GAT CAG GTG GCT GGA TTT ACA AGA GAA 30235 GCA TCA GCT TCT CAA CAA GTT CTC T TTG AGG CTA CGG GCT GTA TAC TAT T 38236 CAA TTT TGA AGA TCT GGT GAC ACA T TTT GAA TCT TCA CCG TCA CTA TTG A 46237 AAT TTC ATG ACC TTT TGG TTT CTG A AAG CTG GTC TTG AAA AAT CTA TGC TA 34038 GCC ATG CCC TCT GCC AGT T TTG TAA TCA TGC TGA AGG TAA TCA TCT 367  
 







Cebadores utilizados para confirmar la segregación de las familias diagnosticadas 
por OTO-NGS-Panel 
 
Familia Gen Exón Oligonucleótidos directo (secuencia 5'-->3') Oligonucleótido reverso (secuencia 5'-->3') Tamaño (pb)AD2 TECTA 18 TCACTCCCAGATGTAACGA ATAGAAAAAGCAATGTGCAC 247AD4 EYA4 10 AAATTTCAAAGTGTTTCTCTCACAG ACATATATGGCAACCTGAGAGTACT 257AD5 TECTA 4 TGGGGAGTGCAAGTCATGAGA GAGTGCAGCGACGGAAACA 228AD6 MYO6 31 GCATGCTTTCTTGCCTCTTTAGTC CATTCATGGACCAAAAGATTCAGA 346AD8 COL11A2 10 CAAGGTTGGAGTTGAGATGGA CAGGAAATTACTGGGCATGG 674AD9 KCNQ4 5 CGGGAGATGGGGGACCTTTA TGGGCAGACCTCGGGAAGT 297AD12 MYH14 2 GGCAAGAGGTCTGGTAAAGGAA TGGCAACCATGTAAGTGTAGGAA 675AD13 MYO6 12 AGTACGGGTGTTTGACAAGGATAG TGTTTTTCCTTGACAAACTGCAA 377AD15 TECTA 18 TCACTCCCAGATGTAACGA ATAGAAAAAGCAATGTGCAC 247AD16 TECTA 10BC CGTCTTCTCCTTGACCACCT CTGTGGTGCACAGGATGAGT 471AD17 TECTA 17 GATTTGCCTTTCGTAATAACTGT AGGACAATAAATGTGCAAACACT 307AD18 GJB2 2 ACCTGTTTTGGTGAGGTTGTGT CCTACAGGGGTTTCAAATGGT 985AD23 POU4F3 2C CTCAGCGACGTGGAGTCAGAC GCCTCGAGTGAACGCTTCTC 381AD24 TECTA 18 TCACTCCCAGATGTAACGA ATAGAAAAAGCAATGTGCAC 247AD25 TECTA 13 TGACCACAGTCTGAATTTAATGCA CCCTAGCCAACCCCTTGTTT 485AD30 POU4F3 2C CTCAGCGACGTGGAGTCAGAC GCCTCGAGTGAACGCTTCTC 381AD31 MYO6 34 GTGGTATGTGTGTGTTTGTGTTG GAATGTTTCATTCAGAGAGTTTATG 527AD32 POU4F3 2C CTCAGCGACGTGGAGTCAGAC GCCTCGAGTGAACGCTTCTC 381AD33 EYA4 12 AAATCTCTTTTTTGCCATCAGG CTTCAGAGTTGTAAAATGCCTATCA 420AD34 TECTA 17 GATTTGCCTTTCGTAATAACTGT AGGACAATAAATGTGCAAACACT 307AD35 TECTA 18 TCACTCCCAGATGTAACGA ATAGAAAAAGCAATGTGCAC 247AD36 WFS1 8.5 TCAAGCTCATCCTGGTGTGG CGATGAAGAACGGGAGCA 285AD38 MYO7A 23 AGGAGGTGGGGACTGAGG GGCACAGAAGGAGGGAGG 398AD42 MYO6 10 AATTCTTCATGGTTGGCACTATT CCAGAACCTGTCACTTCACTAGAT 360AD43 KCNQ4 4 GGGGTAGGCTGGCTGTGAT CCCTCTGACCTCGCCCTCT 305AD46 MYO6 25 TTTTATAAATGAAAAATCTGCCAAA CATGTACTTGCCATCATTGAGTCT 360AD47 MYO6 34 GTGGTATGTGTGTGTTTGTGTTG GAATGTTTCATTCAGAGAGTTTATG 527AD51 MYO6 25 TTTTATAAATGAAAAATCTGCCAAA CATGTACTTGCCATCATTGAGTCT 360AD55 P2RX2 10 GCGTTCCCATTGCAGGTTT AGCTGGGGAGGAGGTGTCAG 945AD56 TECTA 17 GATTTGCCTTTCGTAATAACTGT AGGACAATAAATGTGCAAACACT 306AD60 MYO7A 31 TGTCTGAACTGACCGTTGGC GCTAATGATGGCTCACAGAGGA 409AD65 CCDC50 11 AGCGTTACTTAGAATGCCCCTTTA TTTTCCACTACAACACGAGGCTTA 220AD65 WFS1 8.7 CGACGTCACCAAGGACATCG GGCCTCATGGCAACATGC 332AD65 P2RX2 1 AGCCCCACCTGGGACACC GCACCACACGAAGTAGAGCA 377AD67 DFNA5 10 GCCTGGACGACAGAGCAAGACT CATGCAAAATGTCACCACTTCTTAAA 499AD69 MYO6 3 ATTGTTCTGTTTTGGGGTTAATGA CTCGAGTTCCTTCATTCACATGA 391AD72 POU4F3 2C CTCAGCGACGTGGAGTCAGAC GCCTCGAGTGAACGCTTCTC 381AD73 KCNQ4 5 CGGGAGATGGGGGACCTTTA TGGGCAGACCTCGGGAAGT 297AD73 WFS1 8.6 CCGCGTGACTGACATCGACAA CTGGCGCAGGCTGAGCAG 337AD92 DIAPH1 7 GGACACCATTCAACCCATAAC TTACCTAGTATTTATGACCGAGAGG 343AD92 TECTA 5 AAATAAGGTAGTTGGGCCAGTTA GCCACAGACAGAGGAAAAGC 266AD94 KCNQ4 6 TGTACCCCCAACAAGCCGTAG CTCCCCAGGCAAATGTGTGAC 257AD96 TECTA 13 TGACCACAGTCTGAATTTAATGCA CCCTAGCCAACCCCTTGTTT 485AD102 DFNA5 10 GCCTGGACGACAGAGCAAGACT CATGCAAAATGTCACCACTTCTTAAA 499AD104 DFNA5 8 GTAGAGAAGAGCTGCGGGTCGTA GTGTCCCCAGAAGCATAGATAGTAGG 409AD105 WFS1 8.5 TCAAGCTCATCCTGGTGTGG CGATGAAGAACGGGAGCA 285AD107 TJP2 1 GGAAATGTGGGCCACTATTGTAT AGTCACTGGTGGGTTTTTAAAAAT 360AD109 TECTA 13 TGACCACAGTCTGAATTTAATGCA CCCTAGCCAACCCCTTGTTT 485AD110 CEACAM16 4 ACCTAGCTTGGTGGAGAGAAAACC ACAGCTCATGAATGAACTGTGAATCT 495AD110 MYH14 2 GGCAAGAGGTCTGGTAAAGGAA TGGCAACCATGTAAGTGTAGGAA 675AD111 MYO6 6 GCCACAGCCCATAATATCAAGACA CTACAGTGAGCTGTGGTGGTGACA 502AD114 CEACAM16 3 CTCCGGCTGAGGGTGTGG GGCCTCAGTTTCCCCATCC 464AD115 EYA4 4 GAGATCACGTGGTCAATAGAATAAT TTGGATATAATGCTGATTTGTGTTA 341AD115 MYO7A 17 GCCTTTGTCTGGGTTGGTCA GAGGTCAAGCAGATGTCAAGCC 358AD116 TECTA 15 ATGGCTGTTTTTGCTTCACTCA CCCTAGAAAAAGCAATGCTACCA 408AD121 MYO7A 30 GCAGAGAGCCAAAGTCCAGAG TCAGGGGGAAACCGAGG 371AD123 POU4F3 2C CTCAGCGACGTGGAGTCAGAC GCCTCGAGTGAACGCTTCTC 381AD124 DIAPH1 15 AAGCTGACAAAGGACTGGAAGAT TCCAGGACCACCAGGAAGAG 528  
